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POVZETEK 
Barve za lase so prosto dostopne in predstavljajo velik delež kozmetične industrije. Z vidika 
uporabe je zelo pomembno, da so tako barve za lase kot tudi ostali kozmetični izdelki varni. Pri 
tem je predvsem pomembno, da kozmetični izdelki ne vsebujejo sestavin, ki so razvrščene kot 
rakotvorne, mutagene ali strupene za razmnoževanje. V diplomski nalogi smo se osredotočili 
na vrednotenje karcinogenega in mutagenega potenciala dvanajstih najpogosteje uporabljanih 
sestavin v oksidativnih barvah za lase. Nabor slednjih je bil narejen iz pregleda 30 različnih 
oksidativnih barv za lase. Testiranje kozmetičnih izdelkov in njihovih sestavin na živalih je od 
2013 prepovedano, zato smo za oceno karcinogenosti in mutagenosti uporabili metode in silico. 
Slednje za napoved uporabijo fizikalno-kemijske lastnosti posamezne kemikalije ter strukturne 
alarme v njihovih strukturah. Temeljijo tudi na predpostavki, da imajo podobne spojine 
podobno delovanje. Programi, ki smo jih uporabili, so bili OncoLogic, Toxtree, T.E.S.T. in 
Derek Nexus. Napovedi smo primerjali z že znanimi podatki iz podatkovnih baz in z rezultati 
in vitro ter in vivo testov, opisanih v literaturi. S programom T.E.S.T. smo lahko napovedali le 
mutageni potencial, s programom OncoLogic pa le karcinogeni potencial, medtem ko ostala 
programa omogočata napoved obeh potencialov. Pravilnih napovedi karcinogenega potenciala 
je bilo zelo malo, saj se je pri večini primerov napoved razlikovala od podatkov iz literature; 
le-ti so bili negativni, napovedi pa pozitivne. V primeru napovedi karcinogenega potenciala sta 
imela največjo napovedno moč programa Derek Nexus in Toxtree, saj sta podala najmanj lažno 
pozitivnih rezultatov, medtem ko OncoLogic ni podal nobene pravilne napovedi. Rezultati in 
vitro ter in vivo študij mutagenosti so velikokrat neskladni. Za napoved mutagenega delovanja 
in vitro pri bakterijah se najpogosteje uporablja Amesov test. Pri primerjavi rezultatov, 
pridobljenih v Amesovem testu, z našimi in silico napovedmi, smo opazili, da sta največ 
pravilnih napovedi podala programa Derek Nexus in Toxtree, nato pa T.E.S.T. Splošno lahko 
pripišemo programoma Derek Nexus in Toxtree najvišjo napovedno moč, saj sta pri največ 
sestavinah pravilno napovedala tako mutageni kot tudi karcinogeni potencial. Potrebno se je 
zavedati, da ta sklep sloni le na manjšem številu pravilnih napovedi karcinogenega potenciala 
in nekaj pravilnih napovedi mutagenega potenciala. In silico ter in vitro metode so trenutno 
edina alternativa in vivo študijam, vendar njihova napovedna moč še zdaleč ni tako dobra, kar 
lahko zaključimo tudi iz primerjave rezultatov. Za ustrezno vrednotenje kozmetičnih sestavin 
bo v prihodnosti potrebno razviti še bolj natančne QSAR modele. 
Ključne besede: mutagenost, karcinogenost, in silico metode, barvila za lase, QSAR 
  
ABSTRACT 
Hair dyes are easily accessible and represent a big part of the cosmetic industry. Given their 
frequent use, hair dyes as well as other cosmetic products must be safe. Specifically, cosmetic 
products are not allowed to contain substances that are carcinogenic, mutagenic or toxic to 
reproduction. In this thesis, we focused on carcinogenic and mutagenic aspect of twelve most 
frequently represented substances used in oxidative hair dyes. The selection of the latter was 
conducted from a review of 30 different oxidative hair dyes. Since 2013, cosmetic products and 
their ingredients are not allowed to be tested on animals, therefore we used in silico methods to 
predict their carcinogenic and mutagenic potential. These methods are based on physico-
chemical properties of certain chemical and its structural alerts. Furthermore, they are also 
based on the following presumption; those substances, which are structurally related also share 
the same mechanism of action. In our research, we used the following programmes: OncoLogic, 
Toxtree, T.E.S.T. and Derek Nexus. We compared the generated predictions with results from 
databases and data obtained from in vitro and in vivo studies. While T.E.S.T. only predicts 
mutagenicity and OncoLogic only predicts carcinogenicity, other two programmes are capable 
of predicting mutagenicity as well as carcinogenicity. Only a few predictions in terms of 
carcinogenicity potential were correct, because in most other cases the prediction differed from 
the data from literature. When assessing the carcinogenic potential, programmes Derek Nexus 
and Toxtree possess the highest predictive strength, because they predicted the least false 
positive results, as opposed to OncoLogic, which failed to generate correct predictions. Most 
of the mutagenicity results from in vitro and in vivo studies are contradictory. Ames test in 
bacteria is most frequently used test for predicting in vitro mutagenicity. By comparing results 
from the Ames test we found out that Derek Nexus and Toxtree were able to generate the most 
correct predictions, when compared with T.E.S.T. Overall; the highest predictive strength can 
evidently be assigned to Derek Nexus and Toxtree. However, one has to bear in mind that this 
decision is based only on a few examples of correct predictions for carcinogenicity potential 
and some correct predictions for mutagenicity potential. In silico and in vitro methods represent 
a good as well as the only alternative to in vivo studies, but their predictive strength is still rather 
low, which we can see from comparing the results. In the future more accurate QSAR models 
should be developed for appropriate evaluation of cosmetic ingredients. 
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1. Barve za lase  
Družba je vedno bolj osredotočena na prikazovanje mladosti in lepote, pri čemer imajo lasje 
velik pomen, saj lahko predstavljajo privlačnost, zdravje in lepoto. Prav zato je barvanje las 
postalo zelo hitro rastoča industrija; popularno je tako med ženskami kot tudi med moškimi. 
Barvanje las omogoča kozmetično spremembe, kot so prekrivanje sivih las, sprememba barve 
zaradi modnih ali drugih razlogov itd. Barve za lase torej spreminjajo naravno barvo las bodisi 
z naravnimi bodisi z umetnimi kemikalijami. (1) Poznamo oksidativne in neoksidativne barve 
za lase. Slednje delimo na začasne in pol-obstojne. Sestavlja jih samo ena komponenta – barva, 
in ne vsebujejo oksidanta. Obstojne oziroma oksidativne barve pa sestavljata dve komponenti, 
in sicer prekurzorji barvil ter oksidant, ki je običajno vodikov peroksid. Prekurzorji barvil so 
primarni intermediati (npr. p-fenilendiamin) ter barvni modifikatorji (npr. m-aminofenol). 
Mehanizem delovanja je reakcija polimerizacije in situ, ki poteče v lasni skorji, v sklopu katere 
se tvorijo velike molekule, ki ostanejo ujete, saj zaradi svoje velikosti ne morejo prehajati lasne 
skorje. (1, 2) 
1.1 Klasifikacija barv za lase 
Las se deli na steblo in korenino, pri čemer je lasno steblo vidni del lasu, medtem ko se lasna 
korenina nahaja v koži. Steblo sestavljajo tri plasti: (i) kutikula, ki je zgrajena iz tesno zbitih 
brezbarvnih celic; (ii) korteks ali skorja, ki določa barvo lasu in (iii) medula oziroma votlo 
jedro. Velike molekule barvil, ki so prisotne v začasnih barvah za lase, ne morejo prehajati 
skorje, medtem ko pol-obstojne barve za lase sestavljajo manjše molekule, ki sicer lahko 
prehajajo lasno skorjo, vendar jih ob večkratnem umivanju izperemo. Začasne in pol-obstojne 
barve delujejo predvsem na osnovi van der Waalsovih sil, ki omogočijo adhezijo. Začasne barve 
za lase lahko torej enostavno izperemo, običajno že z enim umivanjem las, pol-obstojne se 
odstranijo po 4–12 umivanjih, medtem ko obstojnih barv ne moremo izprati z 
navadnim/običajnim umivanjem lasišča. (1) Kombinacijo oksidanta in alkalne snovi, ki je 
prisotna v oksidativnih barvah za lase, običajno predstavljata vodikov peroksid in amonijak. 
Amonijak olajša svetlenje las, saj deluje kot katalizator reakcije med barvilom in vodikovim 
peroksidom. Hkrati pa, tako kot velja tudi za ostale alkalne snovi, loči kutikulo, in s tem olajša 




nastajanja barve. Višja kot je koncentracija vodikovega peroksida, več vezi se bo prekinilo, kar 
se odraža v trših laseh. Obstojne barve za lase lahko povzročijo oksidativne poškodbe las, 
predvsem pri osebah z več pigmenta, saj je pri slednjih potrebna višja koncentracija 
prekurzorjev barvil. Ob tem vplivajo tudi na proteine in prisotnost vode v skorji las, saj z 
delovanjem na celice skorje le-tem onemogočajo zadrževanje vode ter lahko raztopijo nekatere 
proteine. Takšni lasje so zelo dovzetni za spremembe vlažnosti v okolju in postanejo hitro suhi 
ter jih je težko oblikovati. (1, 3) Pol-obstojne barve za lase kot alkalnega sredstva ne vsebujejo 
amonijaka, ampak etanolamin in natrijev karbonat. Slednja sta sicer manj učinkovita pri 
spreminjanju naravnega pigmenta v primerjavi z amonijakom, vendar posledično pol-obstojne 
barve poškodujejo lase v manjšem obsegu kot obstojne. Začasne barve za lase so na tržišču v 
različnih oblikah, kot npr.: razpršila, šamponi, geli, pene ... Zaradi velikosti molekul barvil, ki 
te barve sestavljajo, slednje ne prehajajo lasne skorje in se enostavno spirajo. Običajno je 
potrebno le eno izpiranje, da se barva popolnoma odstrani. Barva se lahko zadrži na laseh več 
časa, če so le-ti zelo suhi ali poškodovani, saj razpoke omogočijo difundiranje barve v lasno 
skorjo. (1) 
1.2 Regulativa barv za lase  
Barve za lase so regulirane z Uredbo o kozmetičnih izdelkih (EU 1223/2009), sprejeto s strani 
Evropskega parlamenta in Sveta. V Uredbi ni posebne priloge za barve za lase, vendar jih je 
veliko navedenih v Prilogi III, kjer je seznam vseh snovi, ki jih kozmetični izdelki lahko 
vsebujejo z določenimi omejitvami. V Prilogi III je tako navedenih 114 substanc, ki so 
dovoljene v barvah za lase, vendar imajo omejitve, medtem ko Priloga II vsebuje seznam 181 
substanc, ki so prepovedane kot sestavine barv za lase. V 15. členu Uredbe EU 1223/2009 je 
navedena prepoved uporabe snovi, ki so razvrščene kot mutagene, rakotvorne ali strupene za 
razmnoževanje − CMR (angl. Carcinogenic, mutagenic, reprotoxic), kategorije 1A, 1B in 2, v 
okviru dela Priloge VI k Uredbi (ES) št. 1272/2008, vendar je nekaj izjem, ki se sicer lahko 
uporabljajo, a le pod posebnimi pogoji, ki so navedeni v členu 15. (4, 5) 
1.3  Genotoksičnost  
Kemikalije lahko povzročijo poškodbe ali spremembe v genetskem materialu, ki so lahko 
reverzibilne ali ireverzibilne. Vpliv na fenotip je zelo odvisen od obsega in mesta, kjer se pojavi. 
O nekaterih kemikalijah v barvah za lase so poročali, da so karcinogene za živali. Prav tako je 




kemikalij v barvah za lase, vendar predvsem za ljudi, ki so jim poklicno izpostavljeni, kljub 
temu pa niso bila opredeljene kot karcinogene pri osebni uporabi. (1, 6)  
1.3.1 Mutagenost  
Mutacija se pojavi zaradi izgube, adicije ali spremembe posamezne baze ali baznega para 
oziroma manjšega števila baznih parov v molekuli DNA. Le majhen del DNA vsebuje regije z 
zapisi za proteine, izražanje genov in drugih funkcij, zato pri naključnih mutacijah večinoma 
vplivajo na nekodirajoče dele DNA. Mutacije v kodirajočih regijah DNA pa lahko povzročijo 
spremembe v genih, kar je posledično vidno v fenotipu. Kljub temu je lahko mutacija v 
kodirajočem delu takšna, da na primer vpliva le na eno aminokislino v nekem proteinu in pri 
tem ne pride do strukturnih ali funkcijskih sprememb proteina. Tripletni kodon prav tako ni 
absoluten, saj lahko več različnih tripletov kodira isto aminokislino. Vpliv mutagenov na 
sesalčje celice in vivo je slabše definiran kot na bakterijske celice. Mutageni z delovanjem na 
zarodne sesalčje celice lahko vplivajo na dedovanje napak ter z delovanjem na somatske celice 
vplivajo na celično organizacijo, pri čemer je možen razvoj tumorjev, saj je veliko mutagenov 
tudi karcinogenov. Večje mutagene spremembe v somatskih celicah bodo vodile do celične 
smrti, vendar je bolj verjetno, da bo celica nezmožna rasti in se deliti. Mutageneza je predvsem 
problematična pri hitro delečih se celicah, kot je embrionalno tkivo, kar vodi do sprememb pri 
delitvi in rasti ter se odraža kot prirojena napaka. (6) 
1.3.2 Karcinogenost  
Karcinogeneza je rezultat številnih kompleksnih, zaporednih procesov v celicah in tkivih, ki jih 
sprožijo različne molekulske ter celične spremembe. (6) Razvoj raka je večstopenjski proces, 
pri katerem razlikujemo tri faze – iniciacija, promocija in progresija. Ljudje smo izpostavljeni 
različnim kemikalijam, ki lahko izzovejo eno izmed faz razvoja. Podatke o karcinogenosti 
takšnih kemikalij običajno dobimo iz študij na živalih ali epidemioloških študij. Glede na 
mehanizem delovanja delimo karcinogene v dve skupini:  
1. Genotoksični karcinogeni: neposredno reagirajo in uničijo DNA, tako da spremenijo 
njeno strukturo.  
2. Negenotoksični karcinogeni: vplivajo na ekspresijo DNA, ali naredijo celico bolj 
dovzetno za druge agense. Ne vplivajo na DNA direktno. V to skupino uvrščamo tudi 




Negenotoksični karcinogeni imajo širok spekter delovanja, medtem ko imajo genotoksični 
podobne mehanizme delovanja. Karcinogeni so po kemizmu običajno zelo reaktivni elektrofili, 
ki reagirajo z nukleofilnimi mesti v DNA (npr. N7-gvanin). Lahko so elektrofili per se 
(inherentno reaktivni) ali pa se metabolizirajo do reaktivnih elektrofilnih intermediatov šele v 
sklopu celičnih procesov. Karcinogeneza se začne z mutacijo, ki je stabilna, dedna sprememba 
genetskega materiala, ki se je izognila popravljalnim mehanizmom DNA. Iniciacija je hiter 
proces. Iniciacijski agensi ali genotoksični agensi so kemijske ali fizikalne narave, ki sprožijo 
proces karcinogeneze. Mutacije se akumulirajo prav v tej fazi, saj spodbudijo nekontrolirano 
izražanje proto-onkogenov, ki nadzorujejo celični cikel, med drugim apoptozo in/ali aktivacijo 
tumor-supresorskih genov (npr. p53).  
Pod vplivom drugih eksogenih in endogenih kemijskih spojin začnejo celice, ki so v iniciacijski 
fazi, klonalno rasti, kar promovira tumor. S tem se začne druga stopnja ali promocijska faza. 
Slednja je reverzibilna in se lahko začne le iz iniciacije. Eksogene in endogene spojine, ki 
začnejo drugo stopnjo, se imenujejo tumorski promotorji, ki sicer niso mutageni za celico, a 
povzročijo aktivacijo mehanizmov, kot je sprememba ekspresije genov, ki se odraža tudi v vseh 
hčerinskih celicah. Ob tem se stopnja celične proliferacije poviša, medtem ko se stopnja 
apoptoze zmanjša. Dobro znani promotorji so fenobarbital, azbest in arzen. Zadnja stopnja 
karcinogeneze je progresija, ki je ireverzibilen proces. Za razvoj progresije so potrebni še 
dodatni dejavniki oz. genotoksični dogodki, kot so kromosomske aberacije in translokacije. V 
tej fazi nastajajo benigne in maligne neoplazme. (7)  
1.3.2.1 Kemijski karcinogeni. Genetske spremembe se lahko pojavijo tudi spontano, zaradi 
prisotnosti redkih tavtomernih oblik v nukleotidnih bazah (keto/enolna oblika), napak v 
delovanju DNA polimeraz, oksidacije DNA, ki jo inducirajo reaktivne kisikove zvrsti (ROS) iz 
dihalne verige in oksidativnih encimskih reakcij. Vendar veliko študij trdi, da je višja incidenca 
raka povezana s kemijskimi karcinogeni in dejavniki, kot so starost, okolje, hormonsko 
ravnovesje in dieta. Kemijske genotoksične karcinogene delimo na posredne in neposredne 
karcinogene, pri čemer posredni karcinogeni postanejo karcinogeni šele po metabolni 
aktivaciji. Znani predstavniki te skupine so policiklični aromatski ogljikovodiki, nitrozamini, 
nitrozouree in aromatski amini. Neposredni karcinogeni ne potrebujejo metabolne aktivacije ali 
kemijske modifikacije. Najpogostejši predstavniki so epoksidi, imini ter alkilni in sulfatni estri. 
Kemijski karcinogeni so reaktivni elektrofili, ki tvorijo kovalentne vezi z informacijskimi 




nastane kovalentna kemijska vez. Izmed številnih mehanizmov nastanka kovalentne vezi so 
med pogostejšimi: dvostopenjska nukleofilna substitucija (SN1), nukleofilna aromatska 
substitucija (SNAr), enostopenjska nukleofilna substitucija (SN2), acilacija (Ac), tvorba 
Schiffove baze (SB) ter Michaelov tip reakcije (MCA). Pri SN1 se v prvi stopnji cepi vez z 
izstopajočo skupino, v drugi stopnji pa nastali karbokation reagira z nukleofilom. SN2 je 
nukleofilna substitucija, pri kateri se disociacija izstopajoče skupine ter nastanek nove vezi z 
nukleofilom zgodita istočasno. Pri SNAr nukleofil napade izstopajočo skupino, vendar 
aromatska struktura ostane nespremenjena. V reakciji acilacije sprva nastane tetraedrični 
intermediat, šele nato izstopajoča spojina zapusti molekulo. Schiffova baza nastane po 
mehanizmu, v katerem amin napade elektrofilni karbonilni ogljikov atom v aldehidu ali ketonu, 
pri čemer se karbonilna spojina (C=O) pretvori v iminsko (C=N). Michaelova adicija je 
dvostopenjska reakcija, v kateri nukleofil napade dvojno vez in tvori dve novi vezi. Nastali 
DNA adukti lahko povzročijo različne vrste strukturnih sprememb v dednem materialu, kot so 
oksidacija baz, etenobaz, alkilacija – običajno metilacija, ter hidroliza baz – deaminacija in 
depurinacija. Karcinogenosti in mutagenosti ne določajo samo strukturni alarmi, saj ima lahko 
neka spojina vse značilne strukturne alarme, vendar se v celici ne bo metabolno aktivirala. 
Pomembne so tudi fizikalno-kemijske lastnosti, kot so: (i) molekulska masa in velikost, saj 
večja kot je spojina, manjša je možnost absorpcije v zadostnih količinah; (ii) stanje snovi, ki 
vpliva na zmožnost spojine pri doseganju kritične točke; (iii) topnost, saj celice težko 
absorbirajo zelo hidrofobne spojine; (iv) geometrije spojin, pri čemer imajo planarne molekule 
najvišji karcinogeni potencial; (v) kemijska reaktivnost, zelo reaktivne spojine imajo nizek 
toksični potencial, saj hitro hidrolizirajo, polimerizirajo ali reagirajo z nekritičnimi celičnimi 
komponentami, preden dosežejo tarčo. Pomembna je tudi stabilnost spojine, transport čez 
membrano in razpolovna doba. (7) 
1.3.3 Testi genetske toksičnosti 
Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj – OECD je leta 2015 izdala dokument s 
smernicami za testiranje genetske toksičnosti. V slednjem so navedena splošna ozadja in 
zgodovinske informacije o smernicah testiranja genetske toksičnosti, pregled pomembnih tipov 
genetskih poškodb, ki jih lahko s temi testi ocenimo, in opis specifičnih testov. Iniciativa, 
podana z EU Uredbo REACH – registracija, evalvacija, avtorizacija in omejevanje kemikalij, 
je spodbudila še večji obseg testiranja kemikalij, vendar se je hkrati uvedel princip 3R – reduce, 
refine, replace – torej zmanjšati, izboljšati in nadomestiti in vivo teste z alternativami. To še 




prepoved testiranja in vivo. Testiranja morajo biti učinkovita, hitra in poceni, pri čemer 
občutljivost in specifičnost ne smeta izgubiti pomena. Teste genetske toksičnosti lahko 
razdelimo na tiste, s katerimi merimo direktne, ireverzibilne poškodbe DNA, ki so vidne tudi v 
naslednji generaciji celic, torej mutagenost, in na teste, s katerimi merimo zgodnje, možno 
reverzibilne vplive na DNA ali na mehanizme, ki so vključeni v ohranjanje integritete genoma. 
(8)  
1.3.3.1 In vitro testi genetske toksičnosti.  
Test reverznih mutacij. Imenovan tudi tudi Amesov test, zazna točkovne mutacije, kot sta 
zamenjava baznega para in premik bralnega okvirja, ki sta rezultat manjših delecij in insercij. 
Test zahteva preizkušanje na vsaj petih sevih bakterij Salmonella typhimurium in Escherichia 
coli. Suspenzije celic so izpostavljene testni substanci v prisotnosti in odsotnosti metabolnega 
aktivatorja pri vsaj petih različnih koncentracijah. Vsak sev ima identificirano mutacijo za 
določeno aminokislino, običajno gre za nesposobnost endogenega proizvajanja histidina ali 
triptofana. Te mutacije zato onemogočijo rast bakterije v gojišču, ki ne vsebuje točno določene 
aminokisline. Z izpostavitvijo mutagenu lahko pride do reverzne mutacije, ki bakteriji povrne 
sposobnost sinteze aminokisline, in posledično takšna bakterija lahko raste v gojišču tudi brez 
dodane aminokisline. Bakterije z reverzno mutacijo imenujemo revertanti, njihove kolonije pa 
štejemo na gojiščih brez aminokisline. Dostopni so sevi, ki so občutljivi na različne mehanizme 
mutacij, bodisi gre za zamenjave GC baznih parov oziroma AT baznih parov ali pa tiste, pri 
katerih poteče insercija ali delecija ene baze. Priporočana maksimalna koncentracija za topne 
necitotoksične substance je 5 mg/ploščo ali 5 mL/ploščo. Po dveh ali treh dneh inkubacije na 
37 °C se prešteje kolonije z reverznimi mutacijami in primerja s številom spontanih reverznih 
mutacij kolonij na kontrolni plošči. V testu reverznih mutacij se uporablja S. typhimurium in E. 
coli, ki sta prokariontski celici in se od sesalčjih celic razlikujeta tako po načinu celičnega 
privzema, metabolizma, kromosomskih strukturah in popravljalnih mehanizmih DNA, zato je 
težje napovedati, kaj se bo zgodilo v človeških celicah. (8, 9) 
In vitro test genskih mutacij genov za zapis hprt ali xprt na sesalčjih celicah. Pri tem 
testu mutacija povzroči inaktivacijo funkcije genskega produkta. Do mutacije pride bodisi na 
loku gena za hprt – hipoksantin-gvanin fosforibozil transferazo ali na loku za xprt – ksantin-
gvanin fosforibozil transferazo. Gen za hprt se pri ljudeh in glodalcih nahaja na kromosomu X, 
kar pomeni, da je v celici samo ena aktivna kopija tega gena, zato se bo mutacija gena odražala 




(oziroma preživetje) samo tistim celicam, ki imajo mutacijo gena hprt. Pri tem testu se 
uporabljajo različne celične linije, kot so: CHO, CHL, L5178Y celice mišjega limfoma in TK6 
človeške limfoblastoidne celice. Tip mutacije je točkovna mutacija, povzročena s premikom 
bralnega okvirja ali zamenjavo baznega para, ki sta rezultat manjših insercij ali delecij. Razlika 
med testoma, kjer prihaja do mutacij genov hprt ali xprt je samo ta, da je protein XPRT analog 
sesalčjega proteina HPRT. V obeh primerih se v gojišče doda 6-tiogvanin in nato inkubira. 
Gojišča so lahko na mikrotitrskih ploščah, če uporabljamo suspenzijo celic, ali na petrijevkah, 
če gojimo monoslojne kulture. Pri slednji je pomembna celična gostota, saj lahko pride do 
sodelovanja/interakcije mutiranih in nemutiranih celic, kar nato vpliva na rezultate. Test so 
uspešno izvedli tudi na agarju z uporabo L5178Y celic mišjih limfomov. (8) 
In vitro test genskih mutacij timidin kinaze na sesalčjih celicah. Test se lahko izvaja na 
dva različna načina, vendar se mora uporabiti celična linija, ki je heterozigot za timidin kinazo, 
npr. test mišjega limfoma (MLA) z L5178Y tk+/- celicami ali test TK6 z TK6 +/- celicami. Test 
MLA se pogosteje uporablja, saj ne samo da zazna gensko mutacijo, temveč je možno tudi 
določiti, ali substanca povzroči strukturne poškodbe kromosoma. Zapis za timidin kinazo se 
nahaja na avtosomnem genu, ki je heretozigotne narave, torej celično linijo, ki nima timidin 
kinazne aktivnosti, lahko zaznamo, če je prišlo do spremembe iz tk+/- v tk+/+. Izguba zapisa za 
timidin kinazo se zgodi zaradi točkovnih mutacij, premikov bralnega okvirja, večjih ali manjših 
delecij, kromosomskih prerazporeditev ter mitotične rekombinacije. Genetske spremembe, ki 
se zgodijo na ravni kromosoma, se izražajo kot izguba heterozigotnosti in vplivajo na 
spremembo tumor supresorskih genov. Celični mutanti lahko rastejo normalno ali počasi, pri 
testu MLA se tako lahko zaznajo velike in male kolonije, medtem ko so pri testu TK6 slednje 
opredeljene kot počasi pojavljajoče in hitro pojavljajoče se kolonije. Pri testu MLA se kolonije, 
ki rastejo počasi ali normalno, vrednoti posamezno glede na velikost in obliko, medtem ko se 
pri testu TK6 vrednoti kolonije, ki rastejo počasi in tiste, ki rastejo normalno, ob različnih 
inkubacijskih časih. Razlikovanje na počasneje rastoče in normalno rastoče kolonije je 
pomembno, saj lahko razlikujemo med mutanti za timidin kinazo, ki so nastali zaradi točkovne 
mutacije ali/in kromosomskih mutacij. Počasi rastoče kolonije nakazujejo na kromosomske 
poškodbe, medtem ko so kolonije, ki rastejo normalno hitro, verjetno posledica manjših 
točkovnih mutacij. Čas podvojitve je pri počasi rastočih kolonijah podaljšan, zaradi česar so le-




In vitro ter in vivo test kromosomskih aberacij pri sesalcih. Test omogoča določitev dveh 
tipov strukturnih aberacij, in sicer kromosomskih ter kromatidnih, pri čemer za opazovanje 
uporabljamo celične linije (npr. CHO, TK6), primarne celične kulture, med drugim tudi sesalčje 
limfocite periferne krvi. Večino kromosomskih aberacij se z mikroskopom opazuje v metafazi 
prve ali druge mitotične delitve. Kromosomske mutacije se pojavijo ob prelomu DNA verig, 
čemur sledi združevanje nehomolognih koncev. Tak popravljalni mehanizem povzroči izgubo 
nekaj nukleotidov, da lahko pride do združevanja dveh koncev. Fluorescenčna hibridizacija in 
situ (FISH) zaradi boljše vidljivosti omogoči več informacij glede translokacije, vendar ta 
metoda ni potrebna za določanje nevarnosti.  Podoben test je in vivo test kromosomskih aberacij 
v kostnem mozgu sesalcev. Razlika je ta, da se pri tem testu kot testne živali uporabljajo 
glodalci, zaradi osredotočenosti testa na kostni mozeg pa slednji ne zagotovlja podatkov o 
vplivu substance na druge organe. (8) 
In vitro mikrojedrni test. Omogoča natančnejšo določitev strukturnih kromosomskih 
zlomov, ki jih povzročijo klastogeni, ter izgubo kromosomov in številčnih kromosomskih 
nepravilnosti, ki jih povzročijo aneugeni. Test se izvede na sesalčjih limfocitih periferne krvi 
ter na številnih celičnih linijah, kot so CHO, V79, CHL/IU, L5178Y in TK6. Pri izvajanju testa 
s krvnimi linijami je potrebno dodati citohalazin B, medtem ko pri delu s celičnimi linijami 
slednji ni potreben. Citohalazin B namreč ustavi delitev citoplazme in generira binuklearne 
celice med ali po izpostavitvi testni substanci. S tem lahko merimo celično proliferacijo ter 
štejemo mikrojedra le v delečih se celicah. Možna je tudi avtomatizacija procesa, pri čemer se 
uporablja pretočna citometrija in slikovna analiza za štetje mikrojeder. (8) 
1.3.3.2 In vivo testi genetske toksičnosti.   
In vivo test genetskih mutacij zarodnih in somatskih celic glodalcev. Transgene miši in 
podgane imajo v kromosomih integrirane plazmidne ali bakteriofagne vektorje, na katerih je 
zapis za gene, zaradi katerih lahko identificiramo različne tipe mutacij, ki jih povzroči testirana 
substanca. Potrebna je kontrolna skupina ter vsaj tri tretirane skupine transgenih živali. 
Izpostavitev testni substanci traja tri dni, nato se žival žrtvuje in izolira ter prečisti genomska 
DNA iz izbranega tkiva. S transfekcijo bakterij se nato preuči mutacije. (8)      
In vivo test nastanka eritrocitnih mikrojeder pri sesalcih. S testom identificiramo 
substance, ki povzročijo nastanek mikrojeder v eritroblastih, ki jih pridobimo iz kostnega 




obliko eritrocita, imenovano tudi polikromatski eritrocit ali retikulocit, ki ob transportu iz 
kostnega mozga proti periferni krvi izgubi jedro. Vsa mikrojedra, ki so nastala kasneje, bodo 
torej enostavno vidna v citoplazmi. Mikrojedra izvirajo iz acentromernih kromosomov, 
zaostajajočih fragmentov kromosomov ali celotnih kromosomov, zato test omogoča 
opazovanje klastogenega in aneugenega delovanja testiranih substanc. Pri opazovanju se lahko 
obarva centromere ali pa uporabi tehnika FISH. Avtomatizirani sistemi, ki merijo pogostost 
mikrojedrnih eritrocitov, so pretočna citometrija, slikovna analiza in citometri z laserskim 
skeniranjem. (8) 
1.3.3.3 Napovedni genetski testi.  
Test nenačrtne sinteze DNA (angl. Unscheduled DNA synthesis − UDS). Predstavlja 
indikatorski test, s katerim identificiramo substanco, ki povzroči poškodbo DNA in naknadno 
popravilo, ne moremo pa zaznati mutagenih sprememb, ki so se izognile popravljalnim 
mehanizmom. Najpogosteje se test izvaja na živalskih hepatocitih, zato je test primeren za 
analizo substanc, ki specifično delujejo na jetra in so pozitivna v Amesovem testu ob prisotnosti 
metabolnega aktivatorja. Najprej se testna substanca aplicira in vivo, nakar se izolira hepatocite, 
ki se jim in vitro doda s tricijem označen timidin, kar omogoča analizo s pomočjo 
avtoradiografije. Test UDS se ne smatra kot nadomestni test za testiranje genskih mutacij. (8) 
Kometni test . Pri kometnem testu se izvede gelska elektroforeza posamezne celice v alkalnih 
pogojih (pH > 13), pri čemer lahko zaznamo eno- ali dvoverižne prelome DNA. Prelomi DNA 
so lahko takšni, ki se popravijo in ne povzročijo trajnih sprememb, lahko so smrtni za celico, 
ali pa so vidni kot mutacije, katerih rezultat je trajna dedna sprememba. Prav zato je kometni 
test primeren za detekcijo primarnih poškodb DNA, ki vodijo do genskih mutacij in/ali do 
kromosomskih aberacij. S testom lahko analiziramo vpliv substanc na tarčne organe ter 
potencialne tarčne organe, torej če substanca ali njeni metaboliti povzročijo primarne DNA 
poškodbe v določenem tkivu. S testom ni mogoče zaznati aneupolidije, strukturnih 
kromosomskih poškodb ali mutacij.  Najpogosteje se izvaja na glodalcih, vendar se lahko 
prilagodi tudi za druge vrste. Po elektroforezi je težko razlikovati med obliko jeder, ki so 
posledica genotoksičnega delovanja, in med tistimi po apoptozi/nekrozi. Za bolj natančne 
rezultate se lahko opravi histopatološki pregled tkiva ter tako določi, če sta apoptoza/nekroza z 




1.3.3.4 Testi karcinogenosti. Smernice OECD za testiranje kemikalij vsebujejo tudi 
poseben odsek za študije karcinogenosti. Primarno te smernice slonijo na in vivo študijah na 
miših in podganah, ki se jim kemikalije ponavadi aplicira per os, saj je takšen način testiranja 
najpogostejši. V teh študijah se vedno testirata oba spola. Kontrolna in tretirana skupina morata 
vsebovati vsaka vsaj 50 testnih živali, pri čemer se odmerek kemikalije dnevno aplicira v treh 
različnih koncentracijah per os, lahko pa tudi z inhalacijami ali dermalno. Način 
izpostavljenosti se določi glede na toksikokinetični profil testirane kemikalije in od tega kakšne 
podatke potrebujemo za oceno varnosti. Študije na glodalcih trajajo 24 mesecev (podgane), 
vendar je za nekatere vrste miši bolj primerno testiranje, ki traja 18 mesecev. V primeru, da je 
v skupini z najnižjo koncentracijo aplicirane testne kemikalije živih manj kot 25 % testnih 
živali, se lahko študija zaključi. Poročilo študije mora zajemati podatke o testirani kemikaliji, 
nosilcu, testnih živalih ter pogoje, ki so jim bile testne živali izpostavljene. V rezultatih bi naj 
bile opisane splošne lastnosti, kot so telesna teža oziroma sprememba telesne teže testiranih 
živali, količina zaužite hrane, podatki o preživetju ter specifični podatki iz kliničnih raziskav, 
histopatologije in obdukcije. Poročilo mora vsebovati tudi interpretacijo rezultatov. (8, 10) In 
vivo študije karcinogenosti na glodalcih imajo tudi negativno plat, saj predstavljajo dolgotrajen 
proces in potrebno je žrtvovati veliko število živali. V skladu s smernicami REACH in 
prepovedjo testiranja kozmetičnih izdelkov na živalih z letom 2013, so stopili v uporabo 
kratkotrajni biološki testi in teoretični modeli – temeljijo na SAR. Amesov test je ustrezen za 
napoved kemijskih karcinogenov, ki reagirajo z DNA, vendar nima dobre korelacije za napoved 
karcinogenosti pri kemikalijah, ki so negativne v tem testu in pozitivne v drugih in vitro testih 
(npr. klastogenost). V primeru pozitivnega in vitro testa se predlaga nadaljevanje z in vivo testi, 
vendar slednji niso ustrezno občutljivi in mnogokrat podajo lažno negativne rezultate. Torej 
bodo rezultati testa velikokrat negativni, čeprav je testirana kemikalija znan genotoksični 
karcinogen. Problem pri določevanju karcinogenosti predstavljajo tudi negenotoksični 
karcinogeni. Po klasifikaciji karcinogenov glede na IARC, predstavljajo negenotoksični 
karcinogeni kar 25 % vseh karcinogenov v razredu 1. Glede na pogosto pojavnost in težko 
identifikacijo so v uporabo ponovno stopili in vitro testi transformacije celic, ki posnemajo 
nekatere stopnje večstopenjskega procesa karcinogeneze in vivo. Transformacija celic je 
definirana kot določene spremembe v fenotipu gojenih celic, ki so značilne za tumorske celice. 
Takšne celice imajo isto značilnost kot maligne celice, kar pomeni, da so sposobne inducirati 
nastanek tumorjev pri živalih, ki so za to dovzetne. OECD podaja smernice za teste 




genotoksičnosti in vitro ter in vivo se uporabljajo za testiranje kemijske karcinogenosti, med 
drugim tudi test transformacij celic na celicah Bhas 42. Gre za dvostopenjski test, pri katerem 
lahko ločimo tumor-promotorsko aktivnost kemikalij od tumor-iniciacijske aktivnosti. Pri 
iniciacijskem testu so celice izpostavljene preiskovani kemikaliji tri dni, medtem ko je pri 
promotorksem testu potrebno celice izpostaviti testirani kemikaliji po četrtem dnevu inkubacije. 
Celice se fiksira in obarva po 21. dnevu. Uporabljana celična linija – Bhas 42 ima slabost, saj 
je zaradi občutljivosti visoka možnost spontanih transformacij (npr. neprimerni pogoji gojenja). 
Po končanem testu se citotoksičnost določi glede na količino barvila, ki se ga ekstrahira iz celic. 
V ta namen se uporabi relativna optična gostota (angl. Optical density – OD), in sicer računa 
se razmerje med OD tretiranih celic in OD kontrolne skupine. Transformacijski indeks, določi 
se ga iz relativnega povišanja števila žarišč, ki so morfološko transformirana v tretirani skupini, 
v primerjavi s številom enakih žarišč, ki se pojavijo v kontrolni skupini. Pri izvedbi testa je 
potrebno vključiti pozitivno in negativno kontrolno skupino. (11, 12) 
1.4 In silico metode 
Testiranje kemikalij na živalih postaja vedno bolj regulirano področje, in sicer zaradi etičnih 
razlogov, zmanjšanja stroškov in časa. Prav zato vedno več industrij, teži k principu 3R. In 
silico računalniške simulacije ter in vitro tehnike predstavljajo glavno alternativo testiranju in 
vivo na živalih. Za sestavine kozmetičnih izdelkov pa predstavljajo tudi edino alternativo tem 
testom. V zadnjem desetletju so razvili številne računalniške programe, ki omogočajo napoved 
mutagenosti in karcinogenosti zgolj na osnovi vnesenih kemijskih struktur. In silico 
metodologija napovedovanja temelji na odnosu med strukturo in aktivnostjo (SAR). SAR so 
statistično-matematični modeli, ki se uporabljajo za vzpostavljanje odnosa med biološko 
aktivnostjo spojine in njeno strukturo. S to povezavo se lahko napove, kakšno bo delovanje 
strukturno podobne, a neznane molekule. Osnovna predpostavka je, da imajo molekule s 
podobnimi strukturami podoben biološki učinek. Fizikalno-kemijske lastnosti in/ali strukturne 
značilnosti molekule so kodirane kot molekulski deskriptorji, s pomočjo katerih se napove 
biološka aktivnost strukturno podobnih molekul. Neodvisna spremenljivka je molekulski 
deskriptor, ki izhaja iz strukture molekule, medtem ko je odvisna spremenljivka lahko številčna 
vrednost toksičnosti kot na primer LD50 pri kvantitativnem SAR (QSAR) ali opredelitev 
toksična/netoksična spojina pri binarnem kvalitativnem SAR modelu. Običajno razvoj 
napovednega toksikološkega modela zajema zbiranje podatkov, ki navajajo toksikološke 
profile kemikalij, ustvarjanje molekulskih deskriptorjev in napovednih modelov ter evalvacija 




napovedujejo toksičnost na tiste, ki temeljijo na pravilih, ter na tiste, ki temeljijo na statistični 
osnovi. Sistemi, ki temeljijo na pravilih, uporabljajo pravila za klasificiranje informacij. 
Imenujejo se tudi strokovni sistemi. Statistični sistemi so osnovani na QSAR modelih 
(kvantitativni odnos med strukturo in aktivnostjo). Analiza QSAR uporablja matematične 
modele, ki povežejo biološko aktivnost z omejenim številom fizikalno-kemijskih ali drugih 
molekulskih deskriptorjev. Večina deskriptorjev ima kontinuirne vrednosti, zato QSAR 
omogoča natančne modele bioloških aktivnosti. Med karcinogene in mutagene štejemo več 
različnih kemijskih razredov, na primer:  aromatični amini, kinoloni, triazeni, policiklični 
aromatični ogljikovodiki, aldehidi, laktoni itn. (14, 15) Z namenom doseganja smernic REACH 
je potrebno oceniti veljavnost modela QSAR po načelih za validacijo QSAR, predpisanih s 
strani OECD. Z vidika ustreznosti QSAR rezultatov morajo biti izpolnjeni naslednji pogoji: 
ocena mora biti napovedana z veljavnim modelom, model naj bo veljaven za preiskovano 
kemikalijo s potrebno stopnjo zanesljivosti ter končna točka modela mora biti ustrezna za 





2 Namen dela 
Trend barvanja las narašča, še posebej priljubljene so oksidativne barve za lase, ki vsebujejo 
mnogo snovi, ki se nahajajo na listi substanc z omejeno uporabo. V sklopu diplomske naloge 
smo se osredotočili predvsem na vrednotenje mutagenega in karcinogenega delovanja najbolj 
pogostih oksidativnih barv za lase in silico.  
• Naredili bomo naključen nabor 30 različnih oksidativnih barv za lase ter iz teh pripravili 
seznam najbolj pogosto zastopanih sestavin. 
• Za napoved mutagenega in karcinogenega potenciala izbranih sestavin bomo uporabili 
alternativne in silico metode.  
• S programi Derek Nexus, Toxtree, OncoLogic in T.E.S.T. bomo napovedali različne 
vidike mutagenega in karcinogenega potenciala barv. 
• Dobljene rezultate bomo primerjali z že objavljenimi rezultati, pridobljenimi v in vitro 
ter in vivo študijah teh spojin, dostopnimi v literaturi in javnih podatkovnih bazah (npr. 





3 Metode in materiali 
3.1 Nabor kozmetičnih izdelkov  
Naredili smo nabor 30 oksidativnih barv za lase različnih proizvajalcev. Celoten izdelek 
vsebuje kremno barvo, razvijalec ter običajno tudi balzam, pri čemer ima vsak izdelek svojo 
primarno embalažo, vsi trije izdelki pa so združeni v skupno sekundarno embalažo. Izbor 
dvanajstih najpogostejših sestavin z vlogo prekurzorja barvil, smo naredili glede na pregled 
sestavin kremnih barv. Prikaz pogostosti posameznih sestavin je prikazan v spodnjem grafu 
(Graf 1). Najpogostejša sta resorcinol ter m-aminofenol, sledi toluen-2,5-diamin sulfat (sol z 
žveplovo kislino), ki pa se nahaja tudi v prosti obliki. Tem po zastopanosti sledijo 2-
metilresorcinol, 2-amino-3-hidroksipiridin, 2,4-diaminofenoksietanol×HCl in p-aminofenol. 
Najmanj pa so bile v izdelkih zastopane naslednje sestavine: 4-amino-2-hidroksitoluen, N,N-
bis-(2-hidroksietil)-p-fenilendiamin sulfat, 4-klororesorcinol, p-fenilendiamin ter 1-naftol. 
Nabor in pogostost sestavin v izbranih 30 različnih barvah za lase, je predstavljen v Prilogi 1.   
 






















3.2 Izbrane sestavine oksidativnih barv za lase 
3.2.1 Resorcinol  
                                                                 Tabela 1: Fizikalno-kemijske lastnosti resorcinola                 
 
Resorcinol uvrščamo med benzendiole, in sicer gre v strukturnem smislu za benzenov obroč, 
ki ima na mestih 1 in 3 pripeti hidroksilni skupini, kar je razvidno tudi na Sliki 1. Nahaja se v 
beli kristalinični obliki, ki ob stiku z zrakom, svetlobo ali železom spremeni barvo v roza. 
Resorcinol sicer gori, vendar je plamenišče težko dosegljivo. Najpomembnejše fizikalno-
kemijske lastnosti resorcinola so predstavljene v Tabeli 1. 
Uporablja se pri izdelavi plastike in v farmacevtski industriji. V slednji predvsem kot antiseptik 
in dezinficiens za topikalno zdravljenje aken, seboroičnega dermatitisa, ekcema, luskavice, 
kurjih očes, bradavic ter drugih kožnih bolezni. Značilno je tudi keratolitično delovanje, ki 
pripomore pri odstranjevanju otrdele kože. V kozmetičnih izdelkih se uporablja v oksidativnih 
barvah za lase, kjer doseže maksimalno koncentracijo 2,5 %, kar pomeni, da na mestu uporabe 
koncentracija znaša 1,25 %, saj je potrebno predhodno redčenje z vodikovim peroksidom v 
razmerju 1 + 1. Potrebno se je zavedati, da resorcinol uvrščamo med dražilce oči in kože 
(lokalna toksičnost) ter potencialnih sistemskih toksičnih učinkov, v primeru absorbcije skozi 




Slika 1: Strukturna formula 
resorcinola 
Empirična formula C6H6O2 
IUPAC ime benzen-1,3-diol 
SMILES C1=CC(=CC(=C1)O)O 
Molekulska masa 110,112 g/mol 
LogP 0,8 
Temperatura tališča 111,0 °C 





Tabela 2: Fizikalno-kemijske lastnosti m-aminofenola                                                         
 
m-Aminofenol (prikazan na Sliki 2) se nahaja v obliki belih kristalov, ki so zelo dobro topni v 
etanolu in dietil etru. Ob segrevanju nastajajo toksični plini dušikovih oksidov. V raztopini z 
metil celulozo, ob shranjevanju pri sobni temperaturi, inertni atmosferi in zaščiteno pred 
svetlobo pa je m-aminofenol razmeroma stabilen. Preostale fizikalno-kemijske lastnosti m-
aminofenola so zbrane v Tabeli 2.  
Uporablja se kot stabilizator termoplastov, ki vsebujejo klor, vendar se pogosteje uporablja kot 
intermediat pri sintezi različnih spojin, kot na primer 4-amino-2-hidroksibenzojske kisline. V 
oksidativnih barvilih za lase lahko doseže koncentracijo 2,4 %, nato po dodanem vodikovem 
peroksidu v razmerju 1 + 1 ob nanosu znaša koncentracija 1,2 %. (20, 21)  
3.2.3 Toluen-2,5-diamin sulfat  




Empirična formula C7H12N2O4S 




Molekulska masa 220,243 g/mol 
 
Slika 2: Stukturna formula m-
aminofenola 
Empirična formula C6H7NO 
IUPAC ime 3-aminofenol 
SMILES c1cc(cc(c1)N)O 
Molekulska masa 109,128 g/mol 
logP 0,21 
Temperatura tališča 123,0 °C 




Slika 3: Strukturna formula toluen-2,5-
diamin sulfata 
LogP 0,74 
Temperatura tališča 40,6 °C 
Topnost v vodi  5,03 g/L pri 20 °C 
 
Fizikalno-kemijske lastnosti toluen-2,5-diamin sulfata (struktura je prikazana na Sliki 3) so 
zbrane v Tabeli 3, značilno pa je tudi, da zavzema obliko praška, ki je sivo do bele barve in je 
topen v vodi ter etanolu. Stabilnost so določali v raztopini voda : aceton v volumskem razmerju 
razmerju 4 + 1. Raztopina je bila stabilna tudi po osmih dneh shranjevanja pri sobni temperaturi 
v odsotnosti svetlobe. 
Tako prosta oblika kot tudi toluen-2,5-diamin v obliki sulfata se uporabljata v oksidativnih 
barvah za lase v funkciji prekurzorja barvil. Maksimalna koncentracija, ki jo lahko dosežeta na 
mestu uporabe po redčenju, je 2,0 % (prosta oblika) ali 3,6 % (v obliki sulfata). Problem 
uporabe toluen-2,5-diamin sulfata, je pogosta pojavnost kontaktne iritacije ob izpostavljenosti 
kože. Poleg uporabe v oksidativnih barvah za lase se uporablja tudi v barvah za tekstil, krzno 
in usnje. (22, 23) 
3.2.4 2-Metilresorcinol  
                                                                           Tabela 4: Fizikalno-kemijske lastnosti 2-metilresorcinola 
 
Fizikalno-kemijske lastnosti 2-metilresorcinola (struktura je prikazana na Sliki 4) so 
predstavljene v Tabeli 4. Le-ta se nahaja v obliki brezbarvnih ali rjavih kristalov, ki so topni 
vodi in etanolu. Vrelišče doseže pri 264,0 °C.  
 
Slika 4: Strukturna formula 2-
metilresorcinola  
Empirična formula C7H8O2 
IUPAC ime 2-metilbenzen-1,3-diol 
SMILES CC1=C(C=CC=C1O)O 
Molekulska masa 124,139 g/mol 
LogP 1,6 
Temperatura tališča 120,0 °C 




Uporablja se v oksidativnih barvah za lase. V koncentraciji do 1,8 % se lahko nanese na lasišče 
po mešanju z razvijalcem barve. (24, 25) 
3.2.5 2-Amino-3-hidroksipiridin  
Tabela 5: Fizikalno-kemijske lastnosti 2-amino-3-hidroksipiridina 
 
2-amino-3-hidroksipiridin je belo-siv prašek. Najpomembnejše fizikalno-kemijske lastnosti 2-
amino-3-hidroksipiridina (struktura je prikazana na Sliki 5) so predstavljene v Tabeli 5. 
Predvsem se pogosto uporablja kot prekurzor barvil v barvah za lase, ki v reakciji s primarnimi 
intermediati tvori končno barvilo. Reakcija se pospeši z dodatkom oksidanta, vendar poteče 
tudi na zraku. Končna koncentracija lahko doseže do maksimalno1 % na mestu uporabe – na 
lasišču. (26, 27) 
3.2.6 2,4-Diaminofenoksietanol×HCl 
                                                 Tabela 6: Fizikalno-kemijske lastnosti 2,4-diaminofenoksietanola×HCl 
 
Slika 5: Strukturna formula 2-
amino-3-hidroksipiridina  
Empirična formula C5H6N2O 
IUPAC ime 2-aminopiridin-3-ol 
SMILES C1=CC(=C(N=C1)N)O 
Molekulska masa 110,116 g/mol 
logP 0,05 
Temperatura tališča 172 °C 
Topnost v vodi 3 g/100 mL pri 20 °C 
 
Empirična formula C8H12N2O2 × 2HCl 
IUPAC ime 2-(2,4-diaminofenoksi)etanol 
dihidroklorid 
SMILES C1=CC(=C(C=C1N)N)OCCO.Cl.Cl 
Molekulska masa 241,112 g/mol 
logP 0,99 





Fizikalno-kemijske lastnosti 2,4-diaminofenoksietanola×HCl (struktura je prikazana na Sliki 6) 
so predstavljene v Tabeli 6. V obliki klorida gre za svetlo siv do svetlo roza prašek. Njegovo 
stabilnost so preverjali v raztopini DMSO. Raztopina je bila stabilna do štiri ure, shranjevana 
pri sobni temperaturi, zaščitena pred svetlobo in v inertni atmosferi.  
2,4-diaminofenoksietanol v obliki klorida ali sulfata se uporablja v oksidativnih barvah za lase. 
Po mešanju z vodikovim peroksidom v razmerju 1 + 1 lahko na mestu uporabe doseže 
koncentracijo 2,0 %. Ob stiku s kožo ali očmi lahko povzroči draženje. (28, 29) 
3.2.7 p-Aminofenol  
Tabela 7: Fizikalno-kemijske lastnosti p-aminofenola 
 
4-aminofenol je fenol, ki ima aminsko skupino na para m1estu glede na hidroksilno skupino, 
kot je razvidno iz Slike 7. Nahaja se v trdnem stanju v obliki belih kristalov, ki ob izpostavitvi 
svetlobi postanejo vijolične barve. Topen je v acetonu, acetonitrilu, etil acetatu ter zelo dobro 
topen v DMSO. 4-Aminofenol ob izpostavljenosti zraku in svetlobi začne razpadati. Je močan 
reducent in deluje tudi kot inhibitor korozije. Preostale fizikalno-kemijske lastnosti 4-
aminofenola so predstavljene v Tabeli 7. 
p-Aminofenol se uporablja v oksidativnih barvah za lase kot prekurzor barvil, in sicer kot 
primarni intermediat. Maksimalna dovoljena koncentracija je 1,8 %, vendar se ob uporabi 
nanese v nižji koncentraciji – 0,9 %, saj je potrebno p-aminofenol zmešati z oksidantom v 
Slika 6:Strukturna formula 2,4-
diaminofenoksietanola×HCl  Topnost v vodi 425 ± 7 g/L (20 °C ± 0.5 °C) 
 
Slika 7: Strukturna formula p-
aminofenola 
Empirična formula C6H7NO 
IUPAC ime 4-aminofenol 
SMILES c1(ccc(cc1)N)O 
Molekulska masa 109,128 g/mol 
LogP 0,04 
Temperatura tališča 187,5 °C 




razmerju 1 + 1. Uporablja se tudi za izdelavo barvil ter zdravilnih učinkovin, predvsem pri 
sintezi paracetamola. (30, 31) 
3.2.8 4-Amino-2-hidroksitoluen  
Tabela 8: Fizikalno-kemijske lastnosti 4-amino-2-hidroksitoluena 
 
4-amino-2-hidroksitoluen (z drugim poimenovanjem 5-amino-o-krezol; Slika 8) se nahaja v 
obliki rjavega praška. Skoraj izključno se uporablja v oksidativnih barvah za lase kot barvni 
modifikator. Pred redčenjem z vodikovim peroksidom je maksimalna koncentracija 3%, kar 
pomeni, da koncentracija na mestu uporabe doseže do 1,5 %.  
5% raztopina 4-amino-2-hidroksitoluena je stabilna v acetonu/vodi ali DMSO (1 + 1), če jo 
shranjujemo dve uri pri sobni temperaturi ter raztopine ne izpostavimo svetlobi. Preostale 








Slika 8: Strukturna formula 4-
amino-2-hidroksitoluena 
Empirična formula C7H9NO 
IUPAC ime 5-amino-2-metilfenol 
SMILES c1(ccc(cc1O)N)C 
Molekulska masa 123,155 g/mol 
logP 1,3 
Temperatura tališča 161 °C 




3.2.9 N,N-bis-(2-hidroksietil)-p-fenilendiamin sulfat  
Tabela 9: Fizikalno-kemijske lastnosti N,N-bis-(2-hidroksietil)-p-fenilendiamin sulfata 
 
Fizikalno-kemijske lastnosti N,N-bis-(2-hidroksietil)-p-fenilendiamin sulfata (Slika 9) so 
predstavljene v Tabeli 9, značilno pa je tudi, da zavzema obliko belo-sivega praška. Je terciarni 
amin in zato potencialno podvržen nitrozilaciji. Slednje je pomembno, saj ob stiku aminov z 
nitrozilirajočimi sredstvi nastajajo nitrozamini, ki so mutageni oziroma karcinogeni. Priloga III 
Uredbe (ES) št. 1223/2009 zato še dodatno navaja, da se N,N-bis-(2-hidroksietil)-p-
fenilendiamin sulfat ne uporablja z nitrozilirajočimi dejavniki in se shranjuje v odsotnosti 
nitritov. Največja vsebost nitrozamina je 50 μg/kg. 
Uporablja se v različnih kozmetičnih izdelkih za osebno nego, kot so šamponi, parfumi, mila 
in zobne paste, vendar se najpogosteje uporablja v barvah za lase kot primarni intermediat. V 
oksidativnih barvah za lase lahko po pripravi z vodikovim peroksidom v razmerju 1 + 1 na 
končno mesto uporabe nanesemo maksimalno koncetracijo 2,5 %. Pred uporabo se je potrebno 
zavedati, da ob stiku s kožo in očmi lahko povzroči draženje. (4, 34, 35) 
 

















163,8 – 166,4 °C 




3.2.10 4-Klororesorcinol  
Tabela 10: Fizikalno-kemijske lastnosti 4-klororesorcinola 
  
 
4-klorobenzen-1,3-diol (Slika 10) je bež do rjav prašek. Stabilen je v raztopini DMSO (50 
mg/ml). Fizikalno-kemijske lastnosti 4-klororesorcinola so predstavljene v Tabeli 10. 
Uporablja se kot barvni modifikator v oksidativnih barvah za lase. Oksidacija poteče v 
prisotnosti vodikovega peroksida, prav tako je tudi mogoča z zračnim kisikom. Končna 
koncentracija ob nanosu na mesto delovanja ne sme preseči 2,5 %. Ob stiku s kožo in očmi ali 
ob vdihu lahko povzroči draženje in deluje korozivno. (36, 37) 
3.2.11 p-Fenilendiamin  
Tabela 11: Fizikalno-kemijske lastnosti p-fenilendiamina 
 
 
Slika 10: Strukturna formula 
4-klororesorcinola 
Empirična formula C6H5ClO2 
IUPAC ime 4-klorobenzen-1,3-diol 
SMILES c1(cc(c(cc1)Cl)O)O 
Molekulska masa 144,554 g/mol 
logP 0,965 
Temperatura tališča 107,0 °C 
Topnost v vodi > 100 g/L pri sobni temperaturi 
 
Slika 11: Strukturna formula p-
fenilendiamina 
Empirična formula C6H8N2 
IUPAC ime benzen-1,4-diamin 
SMILES c1(ccc(cc1)N)N 
Molekulska masa 108,144 g/mol 
logP –0,3 
Temperatura tališča 146,0 °C 




p-Fenilendiamin (struktura je prikazana na Sliki 11) se nahaja v obliki kristalov bele do 
vijolične barve, ki ob izpostavitvi zraku oksidirajo in postanejo vijolično-črne barve. 
Plamenišče doseže pri 156 °C. Preostale fizikalno-kemijske lastnosti so navedene v Tabeli 11.  
Uporablja se za izdelavo aramidnih vlaken, pri sintezi antioksidantov, kot laboratorijski 
reagent, razvijalec slik in barva za lase ter krzno. Pogosta je tudi uporaba v kozmetičnih izdelkih 
kot primarni intermediat. V oksidativnih barvah za lase po mešanju z vodikovim peroksidom v 
razmerju 1 + 1 lahko doseže PPD ob nanosu na lasišče maksimalno koncentracijo 2%. V 
oksidativnih barvah za lase se uporablja p-fenilendiamin tudi v obliki soli, in sicer kot 
dihidroklorid ali sulfat, kar pa nima velikega vpliva, saj se po dodatku baze (npr. amonijak) 
ponovno pretvori v prosto obliko. Ob nanosu na kožo lahko povzroči alergijsko reakcijo in 
draženje. Prav tako je dražilen za oči in toksičen ob inhalaciji. (38, 39) 
3.2.12 1-Naftol 
Tabela 12: Fizikalno-kemijske lastnosti 1-naftola 
 
Naftol je sestavljen iz naftalena, ki ima na mestu 1 pripeto hidroksilno skupino, kar je prav tako 
razvidno na Sliki 12. Nahaja se v trdnem stanju in ima vonj podoben fenolu. V vodi je stabilen, 
če je pH nižji ali enak 6,5. Ob izpostavitvi zraku ali svetlobi postane temnejše barve. Njegove 
fizikalno-kemijske lastnosti so zbrane v Tabeli 12.  
1-Naftol se uporablja pri izdelavi insekticidov, barvil, gume, sinteznih parfumov in v 
farmacevtskih pripravkih. V kozmetičnih izdelkih se pogosto uporablja v oksidativnih barvah 
za lase, kjer lahko doseže koncentracijo do 4 %. Običajno se pred uporabo zmeša z vodikovim 
peroksidom v razmerju 1 + 1, kar pomeni maksimalno 2% koncentracijo ob nanosu. (40, 41) 
 
Slika 12: Strukturna formula 1-
naftola 
Empirična formula C10H8O 
IUPAC ime naftalen-1-ol 
SMILES c1c2c(c(cc1)O)cccc2 
Molekulska masa 144,173 g/mol 
LogP 2,85 
Temperatura tališča 95,0 °C 




3.3 In silico metode – uporabljeni računalniški programi 
3.3.1 OncoLogic 
Model OncoLogic je napovedni sistem, osnovan na pravilih, ki temeljijo na študijah o vplivu 
kemikalij na nastanek raka pri živalih in ljudeh. Glede na posamezne substituente, prisotne v 
strukturi kemikalije, oceni, kako le-te vplivajo na karcinogenost. Model lahko oceni vlakna, 
kovine, polimere in več kot 52 razredov organskih kemikalij. Uporaba napovednih programov, 
kot je OncoLogic, je ugodna za regulativne organe, ki pregledujejo varnost že obstoječih 
kemikalij ter za preliminarne preglede potencialno novih kemikalij. Sistem je prosto dostopen 
na spletu, kar omogoča EPA. OncoLogic omogoča dva načina analize: 
• Analiza SAR: osnovana glede na strukturne in biološke osnove karcinogenosti 
posameznih razredov kemijskih karcinogenov. Za napoved uporabi pravila, ki 
so jih razvili strokovnjaki na področju raka in izsledke znanstvenih študij, ter 
značilnosti kemikalij, ki jih vnese uporabnik.  
• Funkcionalna analiza: za napoved potenciala karcinogenosti implementira 
rezultate dostopnih študij, ki niso povezane z rakom in jih vnese uporabnik sam. 
V primeru, da študije niso dostopne, je možna le analiza SAR. Funkcionalna 
analiza je lahko podpora rezultatom analize SAR, ali pa se uporabi kot neodvisna 
metoda za analizo karcinogenosti.  
V raziskovalnem delu smo uporabili nastavitev analize SAR. V zaključnem poročilu napovedi 
karcinogenosti se potencial poda kot: 
• Nizek (angl. low): malo verjetno karcinogeno delovanje.  
• Zmeren (angl. marginal): verjetno dvoumna karcinogena aktivnost.  
• Srednje-nizek (angl. low-moderate): verjetno šibek karcinogen. 
• Srednji (angl. moderate): verjetno srednje aktiven karcinogen. 
• Srednje-visok (angl. moderate-high): zelo visoka možnost srednje aktivnega 
karcinogena. 
• Visok (angl. high): zelo visoka možnost karcinogena delovanja (42, 43).  
3.3.2 Toxtree 
Toxtree (Estimation of Toxic Hazard – A Decision Tree Approach) je prosto dostopen program, 




na podlagi pristopa odločitvenega drevesa. Omogoča napoved veliko različnih končnih točk, 
med drugim tudi draženje in korozivnost kože, draženje in korozivnost oči, napovedno 
toksičnost glede na način delovanja, kožno senzibilizacijo, biorazgradljivost, karcinogenost in 
mutagenost. Pri vnosu strukture kemikalije si uporabnik lahko pomaga z vnosom kode 
SMILES, InChI imena, števila CAS, števila EINECS ali pa strukturo vnese v vgrajen 2D 
urejevalnik. Koda SMILES je vrstični sistem znakov, s katerimi kodiramo kemijsko strukturo 
molekule. 
Za napoved toksičnosti spojine je na voljo 17 različnih »vtikačev« ali modulov, uporabili pa 
smo tistega, ki omogoča napoved mutagenosti in karcinogenosti z uporabo pravil 
Benigni/Bossa, ki so osnovana na strukturnih alarmih za karcinogenost. Predvsem so to 
funkcionalne skupine, ki so povezane s karcinogeno aktivnostjo kemikalije. Večina strukturnih 
alarmov se nanaša na mehanizme delovanja genotoksične karcinogenosti, kar vključuje tudi 
mutageno delovanje v bakterijah. Nekaj je tudi strukturnih alarmov, ki se nanašajo na 
potencialno negenotoksično delovanje. Rezultat napovedi je lahko:  
• nič prepoznanih strukturnih alarmov, 
• en ali več strukturnih alarmov za genotoksično ali negenotoksično karcinogenost ali 
• strukturni alarm za aromatične amine ali α,β-nenasičen aldehid.  
Napoved se lahko nadaljuje še z analizo QSAR, ki je lahko pozitivna ali negativna. QSAR 
omogoča natančnejšo oceno kot SA. Modeli QSAR se uporabijo za napoved mutagene 
aktivnosti aromatskih aminov na sevu TA100 S. typhimurium (Amesov test), za karcinogeno 
aktivnost aromatičnih aminov pri glodalcih in za mutageno aktivnost α,β-nenasičenih aldehidov 
na sevu TA100 S. typhimurium (Amesov test). (7, 44, 45) 
3.3.3 T.E.S.T 
Toxicity Estimation Software Tool je program ameriške agencije EPA, s katerim enostavno in 
hitro napovemo potencialno toksičnost izbranih spojin z modelom QSAR, ki za izračun 
toksičnosti kemikalij uporabi enostavno linearno funkcijo. V program je potrebno vnesti CAS 
številko spojine, SMILES kodo, lahko jo narišemo ali izberemo iz baze podatkov, nato je 
potrebno izbrati še želene nastavitve (npr. LC50, LD50, mutagenost, bioakumulacijski faktor, 
reproduktivno toksičnost). Rezultat se poda glede na različne metode, in sicer izbiramo med 




metodo najbližjega soseda, metodo odločanja s konsenzom in metodo odločitvenega drevesa. 
S programom TEST lahko napovemo tudi nekatere fizikalne lastnosti preiskovane kemikalije, 
in sicer vrelišče, plamenišče, površinsko napetost pri 25 °C, viskoznost pri 25 °C, gostoto pri 
25 °C, topnost v vodi pri 25 °C, toplotno prevodnost pri 25 ° C, parni tlak pri 25 °C in tališče.  
V nalogi smo uporabili nastavitev mutagenost in metodo odločanja s konsenzom. Program nam 
odpre novo spletno stran, kjer so prikazani podatki o napovedi mutagenosti naše spojine. 
Rezultat se giba v območju med 0 in 1, pri čemer vrednost: 
• višja kot 0,50 pomeni pozitivno mutageno delovanje, 
• nižja kot 0,50 pomeni negativno mutageno delovanje. (46) 
3.3.4 Derek Nexus  
Derek Nexus je računalniški program za napovedovanje toksičnosti snovi, ki temelji na 
upoštevanju odnosa med strukturo in delovanjem spojine (SAR). Program so razvili pri podjetju 
Lhasa Limited iz Velike Britanije pred več kot 30 leti. Njihovo podatkovno bazo z več kot 650 
spojinami redno posodabljajo z najnovejšimi podatki o toksičnosti snovi. Program ni prosto 
dostopen tako kot Toxtree in OncoLogic, ampak je za njegovo uporabo potrebna licenca 
(plačljiv program). Uporablja se za raziskovalne namene na področju farmacije, kozmetologije, 
kemije in za regulativne namene. Napoved, ki jo poda, je podprta z grafičnimi razlagami 
razmerja med strukturo testne spojine in njenim delovanjem (SAR), mehanskimi utemeljitvami, 
toksikološkimi podatki spojin znotraj modela SAR in glavnimi referencami. Uporablja se za 
napovedovanje različnih vrst toksičnosti, kot so mutagenost, reproduktivna toksičnost, 
karcinogenost, genotoksičnost in senzibilizacija kože. 
Napoved programa Derek Nexus vključuje celokupen zaključek o verjetnosti toksičnosti 
strukture in podroben opis z informacijami, ki podpre rezultat. Za napoved končnih točk 
vsebuje več pravil, in sicer za mutagenost vsebuje 89 pravil, za kromosomske aberacije 77 
pravil in za karcinogenost 91 pravil. Strukturni alarmi, ki povzročijo genotoksičnost, zajemajo 
podatke iz različnih in vitro ter in vivo študij mutagenosti in ostalih podatkov o genotoksičnosti. 
Verjetnost napovedi ima več stopenj: nemogoče (angl. impossible), težko verjetno (angl. 
improbable), dvomljivo (angl. doubted), dvoumno (angl. equivocal), možno (angl. plausible), 
verjetno (angl. probable), gotovo (angl. certain), ni podatkov o podprtju ali zavrnitvi napovedi 




contradicted), neaktivno (angl. inactive), pri čemer: (i) ni napačno razvrščenih ali nerazvrščenih 
lastnosti, (ii) vsebuje napačno razvrščene lastnosti, (iii) vsebuje nerazvrščene lastnosti, (iv) 
vsebuje napačno razvrščene in nerazvrščene lastnosti. (7, 47) 
Program je dostopen na Fakulteti za farmacijo. Uporabili smo različico Derek Nexus: 6.0.1, 
Nexus: 2.2.1 in naslednje nastavitve: izbrana vrsta: bakterija, sesalec; raven sklepanja: vsaj 
dvoumno (angl. equivocal); zaznavanje tavtomerov: da; zaznavanje mešanic: da; ujemanje 
alarmov brez pravil: ne; prikaži odprto verjetnost: ne; prikaži negativne napovedi: da; prikaži 
hitre prototipe: da; filtriraj bližnje sosede pri napačno razvrščenih lastnostih: da. 
4 Rezultati in razprava 
V nadaljevanju so predstavljeni rezultati, ki so jih generirali in silico programi za izbrane 
prekurzorje barv za lase, nato so navedeni rezultati in vivo ter in vitro študij iz literature. Ob 
koncu navedenih rezultatov sledi še primerjava slednjih, iz česar smo lahko sklepali o 
napovedni moči uporabljenih programov, kar je predstavljeno v poglavju 5 Sklep.  
4.1 Resorcinol 
Tabela 13: Napoved karcinogenega in mutagenega potenciala resorcinola z uporabljenimi in silico metodami 
 Karcinogenost Mutagenost 
OncoLogic malo verjetno / 
TEST / negativno (0,18) 
Toxtree negativno       negativno  
Derek Nexus verjetno   neaktiven  
Povzetek napovedi karcinogenega in mutagenega potenciala z in silico metodami za resorcinol 
je zbran v Tabeli 13. OncoLogic napove malo verjetno karcinogenost resorcinola. Kot 
utemeljitev tega sklepa so navedena pojasnila, in sicer da so fenolne spojine fiziološko prisotne 
v tkivih živali ter rastlin, zaradi visoke hidrofilnosti so le-te podvržene razstrupljanju, prav tako 
je veliko fenolnih spojin, celo inhibitorjev karcinogeneze. Karcinogene fenolne spojine so lahko 
tiste, ki v reakciji oksidacije tvorijo enostavne ali konjugirane kinone, kinonimine, kinon 
metide, fenolne spojine s strukturno podobnostjo androgenom in estrogenom ter fenolne spojine 
z linearno triciklično strukturo s hidroksilnimi skupinami na mestih 1 in 8. T.E.S.T. napove 
negativno mutagenost, z vrednostjo 0,18, prav tako to potrdi Toxtree, ki ne zazna nobenih 
strukturnih alarmov za karcinogenost in mutagenost. Program Derek Nexus napove resorcinol 




z nastankom tumorjev na ščitnici in hipofizi. Ljudje smo v primerjavi z glodalci veliko manj 
dovzetni za nastanek teh tumorjev. Resorcinol napove kot neaktivnega za mutagenost, kar 
pomeni, da ni bilo ugotovljenih strukturnih alarmov.  
4.1.1 Mutagenost resorcinola. Test reverznih mutacij so izvedli dvakrat pri različnih 
koncentracijah in s petimi sevi S. typhimurium v prisotnosti in odsotnosti metabolnega 
aktivatorja, a mutagenega delovanja niso dokazali. Mutagenost resorcinola so testirali tudi v 
timidin kinaznem testu na celicah mišjega limfoma v prisotnosti in odsotnosti metabolnega 
aktivatorja. V njegovi prisotnosti ni bilo genotoksičnega delovanja, medtem ko je bilo v 
odsotnosti opaženo. Slednji rezultat lahko pripišemo dejstvu, da je v prisotnosti metabolnega 
aktivatorja kemikalija podvržena hitrejšemu metabolizmu, kar pomeni, da se tudi hitreje izloči 
iz organizma. V in vitro mikrojedrnem testu z dodanim metabolnim aktivatorjem so zaznali 
signifikantno višjo pogostost nastalih mikrojeder po 24h pri vseh testiranih koncentracijah v 
primerjavi s kontrolo, v odostnosti metabolnega aktivatorja pa le pri določenih koncentracijah. 
Nato so izvedli isti test, vendar stimulacija ni trajala 24h, kakor v prvem testu, ampak 48h. Iz 
rezultatov je bilo razvidno, da ni prišlo do signifikantnega povečanja pogostosti mikrojeder v 
prisotnosti metabolnega aktivatorja, v odsotnosti slednjega pa so pri vseh koncentracijah nastala 
mikrojedra. Iz teh rezultatov sledi sklep, da je resorcinol klastogen predvsem v odsotnosti 
metabolega aktivatorja, o delovanju v njegovi prisotnosti pa ne moremo sklepati, saj so rezultati 
dvoumni. V in vitro testu hprt na celicah mišjega limfoma resorcinol ni deloval mutageno ne 
v prisotnosti niti v odsotnosti metabolnega aktivatorja. Tudi v in vivo mikrojedrnem testu po 
izpostavitvi testnih živali, petih samcev in petih samic podgan, prav tako niso dokazali 
klastogenega delovanja resorcinola. V podatkovni bazi o karcinogenem potencialu – CPDB 
(ang. Carcinogenic Potency Database) je resorcinol negativen za mutagenost, saj je bil rezultat 
Amesovega testa negativen. (48–53) 
• Vsi uporabljeni in silico programi so napovedali, da resorcinol ni mutagen, kar je 
skladno z rezultati Amesovega testa iz literature in podatki v CPDB. Prav tako sta 
potencial mutagenega delovanje ovrgla timidin kinazni test v prisotnosti metabolnega 
aktivatorja in test hprt. 
4.1.2 Karcinogenost resorcinola. Študija karcinogenosti je potekala dve leti na podganah 
in miših. Šestdeset samic in samcev podgan so izpostavili resorcinolu, in sicer v odmerkih 0, 
122 in 225 mg/kg TT, vendar je po 22-ih tednih študije 16 samic poginilo, zato so jim odmerke 




mg/kg TT/dan. Resorcinol so testne živali prejemale s prisilnim hranjenjem. Po končani študiji 
niso odkrili neoplazem ali drugih lezij pri nobeni vrsti in pri nobenem spolu, torej 
karcinogenega delovanja ni bilo. V CPDB so navedeni sami negativni rezultati, saj v nobeni 
študiji na podganah/miših niso ugotovili karcinogeno delovanja. (53, 54) 
• Uporabljeni in silico programi so bili pri napovedi karcinogenosti nesložni. Pri 
primerjavi napovedi glede na podatke iz literature je pravilno napoved podal le Toxtree 
– negativna karcinogenost. 
4.2 m-Aminofenol 
Tabela 14:Napoved karcinogenega in mutagenega potenciala m-aminofenola z uporabljenimi in silico metodami 
 Karcinogenost  Mutagenost 
OncoLogic verjetno šibko / 
Toxtree negativno negenotoksično in pozitivno genotoksično negativno  
TEST / negativno (0,35) 
Derek Nexus verjetno  verjetno (Amesov test) 
Povzetek napovedi karcinogenega in mutagenega potenciala z in silico metodami za m-
aminofenol je zbran v Tabeli 14. Karcinogenost aromatičnih aminov je odvisna od števila 
obročev, prisotnosti heteroatomov, mesta ter števila amino skupin, števila ter mest drugih 
skupin, ki vsebujejo dušik, in drugih substituent. Pričakovano je, da bodo aromatski amini 
podvrženi N-hidroksilaciji, N-acetilaciji ter nadaljnji bioaktivaciji, pri čemer lahko nastanejo 
reaktivni eleftrofili, ki lahko reagirajo z DNA. Na osnovi tega je OncoLogic označil m-
aminofenol kot verjetno šibak karcinogen. Toxtree je v strukturi zaznal dva strukturna alarma, 
in sicer primarni aromatski amin, zato m-aminofenol označi kot negativnega za negenotoksično 
karcinogenost in negativno za mutagenost, vendar zaradi prej omenjenih strukturnih alarmov 
napove pozitivno genotoksično karcinogenost. T.E.S.T je za m-aminofenol predvidel negativno 
mutagenost, pri čemer vrednost napovedi znaša 0,35. Program Derek Nexus zazna določen 
strukturni alarm, zaradi katerega napove m-aminofenolu verjetnost za povzročitev ščitnične 
toksičnosti (tumorji na ščitnici ali hipofizi) pri sesalcih. Tudi mutageno delovanje in vivo pri 
sesalcih ter in vitro pri bakterijah napove kot verjetno, saj pri obeh zazna enak strukturni alarm.  
4.2.1 Mutagenost m-aminofenola. In vitro Amesov test so izvedli s petimi sevi S. 
typhimurium v prisotnosti in odsotnosti metabolnega aktivatorja. Opazili so šibko mutageno 
delovanje m-aminofenola, vendar v naslednji študiji mutageno delovanje ni bilo opaženo. 




do najvišje predpisane, ki znaša 1090 µg/mL, a mutagene aktivnosti niso opazili. Na človeških 
limfocitih so izvedli in vitro test kromosomskih aberacij, v katerem je m-aminofenol v 
prisotnosti metabolnega aktivatorja deloval klastogeno pri vseh koncentracijah, v odsotnosti 
slednjega pa le pri najvišji koncentraciji. Na človeških limfocitih je prav tako povzročil 
nastanek mikrojeder in vitro. In vivo mikrojedrni test na kostnem mozgu miši, per os 
izpostavljenih odmerkom 0, 375, 750 in 1500 mg/kg TT per os, niso opazili nastanka 
mikrojeder. (55–59) 
• Rezultati testov iz literature nakazujejo tako na pozitivno kot tudi negativno mutageno 
delovanje, zato v tem primeru nismo mogli primerjati rezultatov in napovedi, ki so jih 
generirali programi.  
4.2.2 Karcinogenost m-aminofenola. V literaturi sicer nismo zasledili samostojnih študij 
karcinogenosti z m-aminofenolom, objavljenih pa je bilo nekaj študij s končnimi formulacijami. 
Dvoletna dermalna študija karcinogenosti je vključevala 12 različnih formulacij barv za lase in 
tri negativne kontrolne skupine, testiranje je potekalo na 50 samcev in 50 samic miši. 
Koncentracije m-aminofenola so bile 0,02, 0,09 ali 0,7 % pred mešanjem z vodikovim 
peroksidom v razmerju 1 + 1. Formulacije so brez okluzije vsak dan nanesli na hrbet živali, kar 
je trajalo 21–23 mesecev. Med kontrolno in tretirano skupino ni bilo signifikantnih razlik v 
pojavnosti tumorjev. Drugo študijo karcinogenosti, 10 formulacij oksidativnih barv za lase, so 
izvedli na podganah (60 samcev in 60 samic). Le-te so bile izpostavljene istim koncentracijam 
m-aminofenola kot miši. Tudi v tej študiji ni prišlo do signifikantnega povišanja nastanka 
tumorjev, zato lahko sklepamo, da m-aminofenol, ki je vključen v formulacije barv za lase, 
po dermalni aplikaciji ne deluje karcinogeno. (60–62) 
• Podatki iz literature ne podpirajo možnosti karcinogenega delovanja m-aminofenola, 
vendar programa Derek Nexus in OncoLogic predvidita verjetno karcinogeno 
delovanje. Prav tako tudi Toxtree napove pozitivno genotoksično in negativno 
negenotoksično karcinogeno delovanje.  
4.3 Toluen-2,5-diamin sulfat 
Tabela 15: Napoved karcinogenega in mutagenega potenciala toluen-2,5-diamin sulfata z uporabljenimi in silico 
metodami 
 Karcinogenost  Mutagenost 





negativno negenotoksično in pozitivno 
genotoksično negativno  
TEST / negativno (0,46) 
Derek 
Nexus dvoumno  
verjetno (Amesov 
test) 
Povzetek napovedi karcinogenega in mutagenega potenciala z in silico metodami za toluen-2,5-
diamin sulfat, je zbran v Tabeli 15. OncoLogic je za toluen-2,5-diamin sulfat napovedal 
potencial karcinogenosti kot verjetno srednje aktiven karcinogen. Utemeljitev poda na osnovi 
prisotnosti aromatskega amina v strukturi. Toxtree zazna enaka strukturna alarma kot za m-
aminofenol, torej primarni aromatski amin. Opisan strukturni alarm vpliva na napoved, 
generiral je pozitivno napoved za genotoksično karcinogenost, vendar negativen potencial za 
negenotoksično karcinogenost in negativen potencial za mutagenost. T.E.S.T. napove 
negativno mutagenost z vrednostjo 0,46. Derek Nexus napove potencial kromosomskih 
poškodb in vitro ter verjeten potencial karcinogenosti pri sesalcih ne pa tudi pri bakterijah. 
Mutagenost in vitro pri bakterijah je označil kot verjetno, in vivo pa kot nemogočo. Za 
mutagenost in vivo pri sesalcih je enaka teža dokazov za in proti, zato je program podal rezultat 
kot dvoumen.  
4.3.1 Mutagenost toluen-2,5-diamin sulfata. V Amesovem testu so zaznali od odmerka 
odvisno delovanje ob prisotnosti metabolnega aktivatorja pri štirih od petih sevov S. 
typhimurium, kar pomeni, da je bilo pristotno mutageno delovanje. Nasprotno je bil v timidin 
kinaznem testu rezultat negativen. Tudi in vitro test kromosomskih aberacij je nekoliko 
nakazal na potencialno genotoksično (klastogeno) aktivnost toluen-2,5-diamin sulfata. V in 
vivo mikrojedrnem testu ni bilo opaženega povečanega nastanka mikrojeder, kljub temu da je 
toluen-2,5-diamin sulfat deloval citotoksično na kostni mozeg. In vivo test UDS, ki so ga 
izvedli na podganjih hepatocitih, ni pokazal genotoksičnega učinka po 2 ali 14 urah. (63–69) 
• Derek Nexus poda pravilno napoved v primerjavi z rezultati Amesovega testa iz 
literature, saj Toxtree in TEST podata negativno mutageno delovanje. Rezultati iz 
literature si nasprotujejo, saj timidin kinazni test in test UDS nista potrdila mutagenega 
delovanja za razliko od Amesovega testa.    
4.3.2 Karcinogenost toluen-2,5-diamin sulfata. Karcinogeno delovanje so preverjali s 
peroralno študijo na miših in podganah, ki so jih za 78 tednov izpostavili koncentraciji 0,06 ali 
0,2 %, čemur je sledilo več tedensko opazovanje. V skupini mišjih samic so pri miših, ki so 




medtem ko pri samcih tega niso opazili. V študiji na podganah ni bilo opaziti signifikantnega 
povišanja adenomov ali karcinomov. Zaradi nezadostnih dokazov karcinogenosti toluen-2,5-
diamin sulfata niso mogli potrditi. Poleg že omenjenih posamičnih študij so objavljene tudi tri 
neodvisne študije karcinogenosti formulacij na miših in podganah, kjer se je toluen-2,5-diamin 
nahajal v različnih kombinacijah v barvah za lase. Formulacije so nanesli dermalno. Spojina je 
bila vgrajena v 3 % ali 4 % (m/m) deležu, kasneje je bil dodan še vodikov peroksid v razmerju 
1 + 1. Formulacije so bile nanesene enkrat na dva tedna ali pa enkrat do dvakrat na teden. 
Izpostavljenost je trajala 18 mesecev ali dve leti. V nobeni študij niso dokazali karcinogenega 
delovanja. (70–73) 
• Noben program ni generiral pravilne napovedi, saj podatki v literaturi ne podpirajo 
možnosti karcinogenega delovanja, medtem ko napovedi tega ne potrdijo.   
4.4 2-Metilresorcinol 
Tabela 16: Napoved karcinogenega in mutagenega potenciala 2-metilresorcinola z uporabljenimi in silico 
metodami 
 Karcinogenost  Mutagenost 
OncoLogic verjetno dvoumna aktivnost / 
Toxtree negativno  negativno  
TEST / negativno (0,16) 
Derek Nexus negativno  negativno  
Povzetek napovedi karcinogenega in mutagenega potenciala z in silico metodami za 2-
metilresorcinol je zbran v Tabeli 16. 2-Metilresorcinol je fenolna spojina, za katere OncoLogic 
na splošno napove malo verjetno možnost karcinogenosti. Vendar je zaradi prisotne dodatne 
metilne skupine na aromatskem obroču označil, da je karcinogena aktivnost verjetno dvoumna. 
Tudi Toxtree ni zaznal nobenih strukturnih alarmov za karcinogenost ali mutagenost, torej je 
oboje negativno. T.E.S.T. je za 2-metilresorcinol napovedal negativno mutagenost z vrednostjo 
0,16. Vsi programi so podali složne napovedi, saj tudi Derek Nexus ni zaznal nobenih 
strukturnih alarmov za mutagenost in vitro ali kakršnih koli drugih alarmov.  
4.4.1 Mutagenost 2-metilresorcinola. Amesov test so izvedli v dveh ponovitvah na petih 
sevih S. typhimurium, pri čemer niso ugotovili mutagenega delovanja, pri nekaterih sevih so 
opazili celo zmanjšanje števila revertantov. Tudi v timidin kinaznem testu na celicah mišjega 
limfoma mutagenega delovanja niso dokazali. In vitro testiranje kromosomskih aberacij je 




in odsotnosti metabolnega aktivatorja. V skladu s pričakovanji 2-metilresorcinol tudi v in vivo 
mikrojedrnem testu ni povzročil signifikantnega povečanja števila mikrojeder. (74–77) 
• Vsi uporabljeni in silico programi podajo negativen mutagen potencial 2-
metilresorcinola, kar se sklada s podatki iz literature – Amesov test in timidin kinazni 
test sta bila negativna.  
4.4.2 Karcinogenost 2-metilresorcinola. Podatkov o karcinogenosti ni bilo zaslediti.  
4.5 2-Amino-3-hidroksipiridin 
Tabela 17: Napoved karcinogenega in mutagenega potenciala 2-amino-3-hidroksipiridina z uporabljenimi in silico 
metodami 
 Karcinogenost  Mutagenost 
OncoLogic verjetno srednje aktivno / 
Toxtree negativno negenotoksično in pozitivno genotoksično negativno  
TEST / pozitivno (0,52) 
Derek Nexus negativno  negativno   
Povzetek napovedi karcinogenega in mutagenega potenciala z in silico metodami za 2-amino-
3-hidroksipiridin je zbran v Tabeli 17. Na osnovi strukture – aromatski amin, ki ima v 6-
členskem aromatskem obroču en ogljikov atom zamenjan s heteroatomom, na obroču pa sta 
vezani ena amino skupina in ena hidroksilna skupina orientirano orto- glede na amino skupino 
– je OncoLogic določil 2-amino-3-hidroksipiridin kot verjetno srednje aktiven karcinogen. 
Toxtree je pri preverjanju karcinogenosti in mutagenosti zaznal samo en strukturni alarm, in 
sicer primarni aromatski amin, zato je generiral negativno napoved za negenotoksično 
karcinogenost in mutagenost, vendar pozitivno za genotoksično karcinogenost. T.E.S.T. pa je 
predvidel pozitivno mutagenost z vrednostjo 0,52. Program Derek Nexus ni zaznal nobenih 
strukturnih alarmov.  
4.5.1 Mutagenost 2-amino-3-hidroksipiridina. Amesov test reverznih mutacij ni 
pokazal nastanka mutacij v bakterijah. V in vitro timidin kinaznem testu genskih mutacij 
na celicah mišjega limfoma so zaznali mutageno delovanje v odsotnosti metabolnega 
aktivatorja, medtem ko v njegovi prisotnosti ni bilo opaziti povečane frekvence mutacij. 2-
amino-3-hidroksipiridin v in vitro testu hprt na celicah kitajskega hrčka ni povzročil genskih 
mutacij. Na celicah kitajskega hrčka so izvedli tudi in vitro test kromosomskih aberacij pri 
koncentracijah 800, 1000 in 1100 µg/mL, ki je pokazal, da je tako v prisotnosti in odsotnosti 




mikrojedrni test so izvedli na miših v odmerkih 0, 12, 5, 25 ter 50 mg/kg TT. Pri nobenem 
odmerku ni prišlo do povečane frekvence nastanka mikrojeder, torej 2-amino-3-hidroksipiridin 
ni deloval klastogeno in/ali aneugeno na mišje celice kostnega mozga. (78–82) 
• In silico programi podajo različne napovedi mutagenega potenciala, pri čemer Derek 
Nexus in Toxtree napoveta negativen potencial, kar potrjujejo rezultati hprt in 
Amesovega testa iz literature.  
4.5.2 Karcinogenost 2-amino-3-hidroksipiridina. Podatkov o karcinogenosti oziroma 
študij karcinogenosti v literaturi ni bilo zaslediti. 
4.6 2,4-Diaminofenoksietanol×HCl 
Tabela 18: Napoved karcinogenega in mutagenega potenciala 2,4-diaminofenoksietanola×HCl z uporabljenimi in 
silico metodami 
 Karcinogenost  Mutagenost 
OncoLogic verjetno srednje aktivno / 
Toxtree negativno negenotoksično in pozitivno genotoksično negativno  
TEST / negativno (0,47) 
Derek Nexus možno  možno (Amesov test) 
Povzetek napovedi karcinogenega in mutagenega potenciala z in silico metodami za 2,4-
diaminofenoksietanol×HCl je zbran v Tabeli 18. Karcinogenost aromatskih aminov je odvisna 
od položaja in narave substituent. OncoLogic je glede na slednje napovedal srednjo možnost 
karcinogenega delovanja. Toxtree je v strukturi 2,4-diaminofenoksietanola zaznal strukturni 
alarm – primarni aromatski amin in zato napovedal pozitivno genotoksično karcinogeno 
delovanje, sicer pa negativno mutageno in negenotoksično karcinogeno delovanje. V programu 
T.E.S.T. je mutagenost negativna, vendar je ocenjena vrednost dokaj visoka – 0,47. Derek 
Nexus je za spojino napovedal nemogočo karcinogenost pri bakterijah, medtem ko je pri 
sesalcih ta možna, predvsem pri miših in podganah, saj so slednje bolj dovzetne od ljudi za 
vpliv kemikalije na proliferacijo peroksisomov. Mutagenost in vitro pri bakterijah je napovedal 
kot možno, mutagenost in vivo pa je ocenil kot manj verjetno.  
4.6.1 Mutagenost 2,4-diaminofenoksietanola×HCl. Iz in vitro testa genskih mutacij na 
sesalčjih celicah so pridobili rezultate, ki govorijo tako v prid kot tudi proti mutagenemu 
delovanju. Amesov test reverznih mutacij so izvedli na petih sevih S. typhimurium, vendar so 
le na sevu TA98 v prisotnosti metabolnega aktivatorja opazili mutageno delovanje, ostali 




aberacij na človeških limfocitih je pokazal, da je 2,4-diaminofenoksietanol×HCl tako v 
prisotnosti kot odsotnosti metabolnega aktivatorja povzročil kromosomske aberacije. Prav tako 
je povzročil povečanje nastajanja mikrojeder v človeških limfocitih periferne krvi in vitro, ki 
so bile spojini izpostavljene 24 ali 48 ur. Po drugi strani pa in vivo mikrojedrni test na kostnem 
mozgu podgan teh rezultatov ni potrdil. Negativen je bil tudi rezultat in vivo/in vitro testa 
UDS, izvedenem na podganjih hepatocitih.(83–88)  
• Podatki študij iz literature nakazujejo na možno pozitivno kot tudi negativno mutageno 
delovanje, slednjo napoved generira tudi Derek Nexus.  
4.6.2 Karcinogenost 2,4-diaminofenoksietanola×HCl. Dvoletno študijo karcinogenosti 
so izvedli na miših in podganah, pri čemer so bile živali izpostavljene substanci per os med 32 
in 36 tednov. Podgane so izpostavili koncentracijam 0, 0,05 in 0,1 %, miši pa 0, 0,04 in 0,07 
%. Pri miših niso ugotovili karcinogenega delovanja, saj je bila pogostost tumorjev v 
kontrolni in tretiranih skupinah enaka. V študiji na podganah pa so zaznali večjo pogostost 
celičnih adenomov, vendar avtorji študije ne navajajo podatkov o kontrolnih vrednostih, iz česar 
sledi, da iz rezultatov te študije ne moremo narediti zaključka o karcinogenem delovanju 
testirane substance na podgane. (89) 
• Noben in silico program ne generira negativne karcinogene aktivnosti, torej se nobena 
napoved ne sklada s podatki študij iz literature.  
4.7 p-Aminofenol 
Tabela 19: Napoved karcinogenega in mutagenega potenciala p-aminofenola z uporabljenimi in silico metodami 
 Karcinogenost  Mutagenost 
OncoLogic verjetno šibko aktivno / 
Toxtree 
negativno negenotoksično in pozitivno 
genotoksično negativno  
TEST / negativno (0,46) 
Derek 
Nexus negativno  
negativno (Ames 
test) 
Povzetek napovedi karcinogenega in mutagenega potenciala z in silico metodami za p-
aminofenol je zbran v Tabeli 19. OncoLogic je podal enako obrazložitev rezultatov napovedi 
kot pri m-aminofenolu in označil p-aminofenol kot verjetno šibek karcinogen. Tudi Toxtree je 
prepoznal enak strukturni alarm kot pri m-aminofenolu, ki je primarni aromatski amin. Torej, 
program napove negativno negenotoksično in pozitivno genotoksično karcinogeno delovanje, 




vrednost potencialnega mutagenega delovanja precej visoko – 0,46, kar pa še vedno predstavlja 
negativno mutageno delovanje, a je to na zgornji meji. Derek Nexus je opredelil p-aminofenol 
kot verjeten za povzročitev kromosomskih poškodb in vivo ter in vitro pri sesalcih, vendar ni 
zaznal alarmov za karcinogenost. p-Aminofenol napove neaktiven za mutagenost.  
4.7.1 Mutagenost p-aminofenola. Amesovega testa reverznih mutacij niso izvedli v skladu 
s smernicami OECD in GLP, saj je testiranje potekalo na E. coli samo v odsotnosti metabolnega 
aktivatorja. Test se zato smatra kot neustrezen, čeprav so bili rezultati pozitivni za mutagenost. 
Tudi in vitro testa genskih mutacij hprt in tk niso izvedli v skladu s smernicami OECD, saj niso 
podali čistosti in številke serije, prav tako sta bila testa izvedena le v odsotnosti metabolnega 
aktivatorja brez vključene pozitivne kontrole. V timidin kinaznem (tk) testu so rezultati sicer 
pokazali genotoksično delovanje p-aminofenola na celice mišjega limfoma, v testu hprt pa niso 
uspeli dokazati genotoksičnega delovanja na celice CHO in celice mišjega limfoma. Tudi 
kometnega testa ter in vitro testa kromosomskih aberacij pri sesalcih, v katerih se je p-
aminofenol izkazal kot genotoksičen za celice CHO in celice mišjega limfoma, niso izvedli v 
skladu s smernicami. V skladu s smernicami so izvedli le in vitro test kromosomskih aberacij 
na človeških limfocitih, ki so bili odvzeti enemu moškemu prostovoljcu. Po 20-ih urah 
inkubacije celic v prisotnosti in odsotnosti metabolnega aktivatorja so opazili signifikantno 
povišanje celic s strukturnimi kromosomskimi aberacijami v primerjavi s kontrolo. V 
odsotnosti metabolnega aktivatorja je bilo to povišanje odvisno od odmerka. Iz te študije torej 
sledi, da je p-aminofenol klastogen za človeške limfocite in vitro. In vivo študij (mikrojedrni 
test, test UDS) prav tako niso izvedli v skladu s smernicami OECD in GLP. p-Aminofenol je 
bil negativen v testu UDS na podganjih hepatocitih pri odmerkih 285 in 1425 mg/kg TT. 
Obratno pa je mikrojedrni test na mišjih celicah kostnega mozga potrdil genotoksično delovanje 
p-aminofenola. Po izpostavitvi 24h in 48h so namreč opazili signifikantno večje število 
polikromatskih eritrocitov z mikrojedri v primerjavi s kontrolo. Pri izvajanju istega testa na 
podganah genotoksičnega delovanja niso uspeli dokazati. (90–95) 
• Vsi zgoraj navedeni testi so bili neustrezno izvedeni ali pa služijo zgolj kot podporni 
dokaz, zato iz njih ne moremo sklepati o mutagenem delovanju p-aminofenola. 
4.7.2 Karcinogenost p-aminofenola. Per os študija karcinogenosti p-aminofenola, ki je 
potekala v skladu z OECD smernicami, je bila izvedena na 50 podganjih samcih in 50 samicah 
podgan. Podgane so izpostavili odmerkom 0, 2, 5, 12 in 30 mg/kg TT/dan za slabi dve leti. V 




števila malignih limfomov pri samcih, ki so prejemali najvišji odmerek 30 mg/kg TT/dan. Kljub 
temu študija ni dokazala karcinogenega delovanja p-aminofenola. Izvedli so tudi dermalne 
študije karcinogenosti na podganah in miših, a so bile vse negativne. V teh študijah sicer niso 
testirali individualnih substanc, ampak končne formulacije oksidativnih barv za lase, ki so med 
drugim vsebovale tudi p-aminofenol. Podgane so izpostavili formulacijam 12 ali 24 mesecev 
dvakrat tedensko, pri čemer je koncentracija p-aminofenola znašala 1 % ob nanosu, medtem ko 
so študije na miših trajale 21 do 23 mesecev in pri različnih vsebnostih – 0,04, 0,2 in 1 % (m/m). 
Testiranih je bilo devet različnih oksidativnih barv za lase, ki so jih nanesli na živali enkrat 
tedensko. (96–98) 
• Vsi podatki iz literature nakazujejo na odostnost karcinogenega delovanja p-
aminofenola, kar prav tako napove program Derek Nexus. 
4.8 4-Amino-2-hidroksitoluen 
Tabela 20: Napoved karcinogenega in mutagenega potenciala 4-amino-2-hidroksitoluena z uporabljenimi in silico 
metodami 
 Karcinogenost  Mutagenost 
OncoLogic verjetno srednje aktivno / 
Toxtree 
negativno negenotoksično in pozitivno 
genotoksično negativno  
TEST / pozitivno (0,78) 
Derek 
Nexus verjetno  
verjetno (Amesov 
test) 
Povzetek napovedi karcinogenega in mutagenega potenciala z in silico metodami za 4-amino-
2-hidroksitoluen je zbran v Tabeli 20. OncoLogic je spojino opredelil kot verjetno srednje 
aktiven karcinogen. T.E.S.T. je napovedal pozitivno mutagenost z vrednostjo 0,78. Toxtree je 
zaznal strukturni alarm za genotoksično karcinogenost v obliki primarnega aromatskega amina, 
a je njegova končna napoved kljub temu negativna za negenotoksično karcinogenost in 
mutagenost. Derek Nexus je zaznal alarm in napovedal, da je 4-amino-2-hidroksitoluen 
verjetno karcinogen pri sesalcih, saj povzroča ščitnično toksičnost, vendar ni mogoče, da bi bil 
karcinogen za bakterije. Mutageni potencial pri bakterijah in vitro je napovedal kot verjeten, in 
vivo pa kot nemogoč. Zaradi nedoslednih napovedi in spremenljivk, odvisnih od vrste, je 
mutagenost in vivo pri sesalcih označil kot dvoumno.  
4.8.1 Mutagenost 4-amino-2-hidroksitoluena. Amesov test reverznih mutacij in vitro je 
bil negativen, saj niso opazili povečanja revertantov pri vseh testiranih koncentracijah. 




limfoma, ki sta prikazali nasprotujoče si rezultate, a so bile uporabljene različne koncentracije 
preiskovane substance. Prva študija je zajemala nižje koncentracije, in sicer do 1000 µg/mL v 
prisotnosti metabolnega aktivatorja in do 250 µg/mL v odsotnosti slednjega, kakor v primerjavi 
z drugo študijo, pri kateri so uporabili koncentracije do 1500 µg/mL v prisotnosti metabolnega 
aktivatorja in 500 µg/mL v odsotnosti slednjega. Študija z nižjimi koncentracijami je bila 
negativna, druga študija, pri kateri so uporabili višje koncentracije, je bila pozitivna. V in vitro 
mikrojedrnem testu na človeških limfocitih je 4-amino-2-hidroksitoluen induciral nastanek 
mikrojeder, kar je bilo bolj izrazito v odsotnosti metabolnega aktivatorja. S kometnim testom 
so proučevali vpliv 4-amino-2-hidroksitoluena in njegovega metabolita, 4-acetilamino-2-
hidroksitoluena, na DNA. Slednji ni povečal pogostosti poškodb DNA, medtem ko je 4-amino-
2-hidroksitoluen povzročil poškodbe DNA v odvisnosti od odmerka. In vivo mikrojedrni test 
na kostnem mozgu miši po intraperitonealni ali peroralni aplikaciji ni pokazal povečanega 
števila mikrojeder. Tudi in vivo test UDS je bil negativen. Z in vivo kometnim testom,  
izvedenim na podganah, genotoksičnega delovanja na podganja jetra ni možno izključiti. 
(99–107) 
• Napovedi uporabljenih in silico programov si nasprotujejo. V primerjavi rezultatov testa 
reverznih mutacij iz literature in napovedi programov je pravilno napoved generiral 
Toxtree. 
4.8.2 Karcinogenost 4-amino-2-hidroksitoluena. V literaturi nismo zasledili podatkov o 
karcinogenem delovanju 4-amino-2-hidroksitoluena. 
4.9 N,N-bis-(2-hidroksieti)-p-fenilendiamin 
Tabela 21: Napoved karcinogenega in mutagenega potenciala N,N-bis-(2-hidroksieti)-p-fenilendiamin z 
uporabljenimi in silico metodami 
 Karcinogenost  Mutagenost 
OncoLogic malo verjetna aktivnost / 
Toxtree 
negativno negenotoksično in pozitivno 
genotoksično negativno  
TEST / pozitivno (0,53) 
Derek 
Nexus dvoumno  
negativno (Amesov 
test)  
Povzetek napovedi karcinogenega in mutagenega potenciala z in silico metodami za N,N-bis-
(2-hidroksietil)-p-fenilendiamin je zbran v Tabeli 21. Glede na razporeditev in naravo 
substituent je OncoLogic napovedal le malo verjetno karcinogeno delovanje, saj je predvidel, 




alarm – aromatski amin –  ter zato napovedal pozitivno genotoksično karcinogeno delovanje, a 
negativno negenotoksično karcinogeno in mutageno delovanje. T.E.S.T. je za spojino izračunal 
vrednost 0,53, kar nakazuje na pozitivno mutageno delovanje. Glede na prisotne strukturne 
alarme je program Derek Nexus napovedal, da je karcinogenost verjetna pri vseh sesalcih razen 
pri ljudeh, saj je za slednje napoved dvoumna. Za kromosomske poškodbe in vitro 
karcinogenost in mutagenost pri bakterijah je program napovedal, da niso verjetni, medtem ko 
so kromosomske poškodbe in vitro pri sesalcih možne.  
4.9.1 Mutagenost N,N-bis-(2-hidroksietil)-p-fenilendiamina. Amesov test reverznih 
mutacij je bil pozitiven na sevu E. coli v odsotnosti metabolnega aktivatorja, medtem ko je bil 
na sevih S. typhimurium test negativen. Test kromosomskih aberacij so izvedli na CHO celicah, 
ki so jih izpostavili 200 in 250 µg/mL testne substance, pri čemer so opazili kromosomske 
poškodbe v prisotnosti metabolnega aktivatorja, medtem ko v njegovi odsotnosti poškodb ni 
bilo. V in vitro timidin kinaznem testu genskih mutacij na celicah mišjega limfoma je bil 
rezultat negativen, tako v odsotnosti kot prisotnosti metabolnega aktivatorja. Prav tako je in 
vivo mikrojedrni test na miših pokazal, da testirana substanca ni povzročila statistično 
signifikantnega povišanja števila mikrojeder v polikromatskih eritrocitih pri katerikoli od 
testiranih koncentracij, kakor tudi ni bilo opaženega citotoksičnega delovanja na kostni mozeg. 
Izpostavitev je bila enkratna. Tudi v in vivo testu UDS na podganah se je testirana substanca 
izkazala kot negativna (brez genotoksičnih poškodb hepatocitov). (108–112) 
• V literaturi so navedeni pozitivni in negativni rezultati testov, zato podatkov nismo 
mogli primerjati z napovedmi, ki so jih generirali programi.  
4.9.2 Karcinogenost N,N-bis-(2-hidroksietil)-p-fenilendiamina. Izvedli so študije, kjer 
so preverjali karcinogenost N,N-bis-(2-hidroksietil)-p-fenilendiamina v formulacijah in 
samostojno. Pri slednjih so izvedli eno kratkotrajno in eno dolgotrajno per os študijo na 
podganah in eno dermalno študijo na miših. Kratkotrajna študija je trajala 6 tednov. Testne 
živali so bile izpostavljene 110, 330 in 1000 ppm, medtem ko je bil pri dolgotrajni študiji, ki je 
trajala 104 tedne, izpostavljenost 300, 1000 in 3000 ppm. Pri dermalni aplikaciji je bila 
uporabljena koncentracija 0,5 %. Miši so bile izpostavljene testirani substanci enkrat na teden 
v obdobju 23 mesecev. N,N-bis-(2-hidroksietil)-p-fenilendiamin v koncentraciji 0,5 % vključen 
v polobstojno barvo za lase, prav tako ni deloval karcinogeno. Test so izvedli topikalno na 
podganah, ki so jih izpostavili testirani substanci dvakrat na teden v obdobju 114 tednov. 




mešanju z vodikovim peroksidom v razmerju 1 + 1. Rezultati so bili negativni tako pri podganah 
kot tudi pri miših. Peroralne in dermalne študije karcinogenosti so bile vse negativne. 
CPDB ne vsebuje podatkov o karcinogenem delovanju na miši, prav tako ni podatkov o 
Amesovem testu. Podano je le negativno karcinogeno delovanje iz študije na podganah. (53, 
113–116) 
• V primerjavi s podatki iz literature in CPDB noben od uporabljenih in silico programov 
ne poda pravilne napovedi karcinogenega delovanja, saj vsi generirajo napoved, ki se 
razlikuje od negativnih rezultatov, pridobljenih v in vivo študijah.  
4.10 4-Klororesorcinol 
Tabela 22: Napoved karcinogenega in mutagenega potenciala 4-klororesorcinola z uporabljenimi in silico 
metodami 
 Karcinogenost   Mutagenost 
OncoLogic malo verjetna aktivnost / 
Toxtree 
negativno negenotoksično in pozitivno 
genotoksično negativno  
TEST / negativno (0,29) 
Derek 
Nexus dvoumno  
negativno (Amesov 
test)  
Povzetek napovedi karcinogenega in mutagenega potenciala z in silico metodami za 4-
klororesorcinol je zbran v Tabeli 22. Fenolne spojine običajno niso obravnavane kot 
karcinogene, saj jih je veliko fiziološko prisotnih v živalih in rastlinah, podvržene so 
hidroksilaciji, pri čemer se jim poveča hidrofilnost, veliko pa jih celo zavira karcinogenezo. 
Vendar prisotnost halogenov v strukturi lahko poveča biološko aktivnost spojine, kar je odvisno 
od števila, položaja in narave le-teh. OncoLogic je za 4-klororesorcinol napovedal le malo 
verjeten karcinogeni potencial. Toxtree je zaznal alarm za negenotoksično karcinogenost, in 
sicer halogeniran benzen, kljub temu pa je končna napoved negativna za negenotoksično in 
genotoksično karcinogenost. T.E.S.T. je podal negativno napoved mutagenosti z vrednostjo 
0,29, prav tako program Derek Nexus ni zaznal nobenih strukturnih alarmov za napoved in vitro 
mutagenosti pri bakterijah. Karcinogenost 4-klororesorcinola je napovedal kot verjetno, saj je 
zaznal strukturni alarm, ki je povezan s ščitnično toksičnostjo.  
4.10.1 Mutagenost 4-klororesorcinola. V Amesovem testu reverznih mutacij so opazili 
mutageno delovanje le pri nekaterih sevih S. typhimurium, zato so sklepali, da 4-klororesorcinol 
ni deloval mutageno. Tudi v in vitro testu genskih mutacij na celicah mišjega limfoma niso 




klastogeno v in vitro testu strukturnih kromosomskih aberacij na celicah mišjega limfoma tako 
v prisotnosti kot odsotnosti metabolnega aktivatorja. Slednjega delovanja niso uspeli dokazati 
v in vivo mikrojedrnem testu. (117–120) 
• Vsi in silico programi generirajo enako napoved mutagenega potenciala, in sicer 
negativno, kar potrjujejo rezultati študij iz literature.  
4.10.2 Karcinogenost 4-klororesorcinola. V literaturi ni bilo zaslediti podatkov o 
karcinogenem delovanju 4-klororesorcinola.  
4.11 p-Fenilendiamin 
Tabela 23: Napoved karcinogenega in mutagenega potenciala p-fenilendiamina z uporabljenimi in silico metodami 
 Karcinogenost  Mutagenost 
OncoLogic verjetno dvoumna aktivnost / 
Toxtree negativno negenotoksično in pozitivno genotoksično negativno  
TEST / negativno (0,18) 
Derek Nexus verjetno  možno (Amesov test)  
Povzetek napovedi karcinogenega in mutagenega potenciala z in silico metodami za p-
fenilendiamin je zbran v Tabeli 23. OncoLogic je glede na strukturne značilnosti p-
fenilendiamina, torej dve amino skupini na benzenskem obroču, ki sta na mestih para, 
napovedal, da ima verjetno dvoumno karcinogeno aktivnost. Toxtree je zaznal vsaj en 
strukturni alarm, in sicer primarni aromatski amin, zato je  podal napoved, ki je negativna za 
negenotoksično karcinogenost, vendar pozitivna za genotoksično aktivnost. Mutagenost 
napovedal negativno, prav tako je tudi T.E.S.T. opredelil spojino kot negativno za mutagenost 
z vrednostjo 0,18. Derek Nexus pa je napovedal verjetno karcinogenost pri sesalcih. Prav tako 
je možno, da povzroča in vitro poškodbe kromosomov pri sesalcih, mutagene učinke in vitro 
pri bakterijah ter in vivo pri sesalcih.  
4.11.1 Mutagenost p-fenilendiamina. Le eden izmed Amesovih testov mutagenosti, ki so 
jih izvedli, je bil veljaven, saj ostali niso bili izvedeni v skladu s smernicami GLP ali OECD. 
Pet različnih sevov S. typhimurium so prvič izpostavili le testirani substanci za 72 ur, drugič pa 
so uporabili še metodo predhodne inkubacije, ki je trajala 60 minut. Zaradi možne oksidacije 
p-fenilendiamina so ga hranili v dušikovi atmosferi. V obeh eksperimentih so ugotovili 
mutageno delovanje p-fenilendiamina. Nasproten rezultat, torej nemutageno delovanje, pa je 




namreč niso opazili povečane frekvence mutantov ali odziva odvisnega od odmerka. In vitro 
mikrojedrni test na človeških limfocitih pa je dokazal, da p-fenilendiamin povzroča povečanje 
števila mikrojeder, torej deluje genotoksično. Izvedli so tudi nekaj študij, kjer so v analizah 
uporabili dva metabolita p-fenilendiamina, reakcijske produkte p-fenilendiamina in resorcinola 
v prisotnosti vodikovega peroksida, p-fenilendiamin in vodikov peroksid v prisotnosti in 
odsotnosti resorcinola, vendar noben test ni bil izveden v skladu z OECD ali GLP. V skladu s 
smernicami sta bili le dve študiji, ki sta testirali reakcijske produkte 1-naftola in p-
fenilendiamina. Pri Amesovem testu so opazili povišanje števila revertantov v odvisnosti od 
odmerka. Reakcijski produkt je torej v tem testu deloval mutageno na bakterije. V in vitro testu 
genskih mutacij za zapis loka hprt reakcijski produkt ni deloval mutageno. Reakcijski produkt 
so testirali tudi v in vitro mikrojedrnem testu, kjer niso ugotovili klastogenega ali aneugenega 
delovanja. In vivo mikrojedrni test, izveden na kostnem mozgu podgan, ni potrdil 
genotoksičnega delovanja. Aplikacijo so izvedli per os v koncentracijah 0, 25, 50 in 100 mg/kg 
TT. Tudi v in vivo testu UDS ni bilo genotoksičnega učinka na hepatocite podgan. CPDB 
razvrsti p-fenilendiamin kot mutagen, saj je bil Amesov test za spojino bil pozitiven. (39, 53, 
121–127) 
• Rezultati Amesovega test iz CPDB in literature so bili pozitivni, medtem ko so bile 
napovedi uporabljenih in silico programov negativne oziroma Derek Nexus je 
napovedal le možno mutageno delovanje.  
4.11.2 Karcinogenost p-fenilendiamina. Izvedli so veliko študij karcinogenosti, v katerih 
je bil testiran p-fenilendiamin kot nenabita oblika, v obliki soli (p-fenilendiamin dihidroklorid) 
in vključen v formulacijah ter z vodikovim peroksidom. p-Fenilendiamin in njegovo sol so za 
karcinogenost testirali v študijah: per os na podganah, topikalno pri miših, topikalno pri zajcih, 
per os na miši, intraperitonealno na miši, neonatalno karcinogenezo in karcinogeno delovanje 
čez placento. Vsi testi so bili negativni. Preučevali so tudi p-fenilendiamin v kombinaciji z 
vodikovim peroksidom. Tri od skupno šestih študij so izvedli na miših, vendar so testirane 
formulacije vsebovale tudi 2,4-toluendiamin, ki pa je v kozmetičnih izdelkih prepovedan. Kljub 
temu karcinogenega delovanja niso uspeli dokazati. Ena študija, ki je bila izvedena na podganah 
in je zajemala deset različnih formulacij barv za lase, koncentracija PPD-ja pa je bila 2%, je 
bila prav tako negativna. Preostali dve študiji pa nasprotujeta rezultatom prejšnjih študij. Ne 
glede na način aplikacije, bodisi topikalno bodisi subkutano, so opazili signifikantno povečanje 




z neustreznim številom testiranih živali, različno občutljivostjo živali za razvoj raka in 
različnimi uporabljenimi koncentracijami PPD-a. CPDB ne vsebuje podatkov o karcinogenem 
delovanju p-fenilendiamina na miši, navaja pa ugotovljeno negativno delovanje iz študij na 
podganah. (53, 128–141) 
• Vsi in silico programi so napovedali verjetno karcinogeno delovanje, kar pa se ne sklada 
s podatki iz literature, ki navajajo, da p-fenilendiamin ne deluje karcinogeno.  
4.12 1-Naftol  
Tabela 24: Napoved karcinogenega in mutagenega potenciala 1-naftola z uporabljenimi in silico metodami 
 Karcinogenost  Mutagenost 
OncoLogic malo verjetna aktivnost / 
Toxtree negativno  Negativno 
TEST / pozitivno (0,63) 
Derek Nexus negativno  negativno (Amesov test)  
Povzetek napovedi karcinogenega in mutagenega potenciala z in silico metodami za 1-naftol je 
zbran v Tabeli 24. OncoLogic je 1-naftol opredelil kot spojino z malo verjetno možnostjo 
karcinogenega delovanja. Utemeljitev je dokaj splošna in se nanaša na polifenole, torej je enaka 
kakor za resorcinol. Tudi Toxtree ni zaznal nobenih strukturnih alarmov, zato je napovedal 
negativno negenotoksično in genostoksično karcinogenost ter negativno mutagenost. Derek 
Nexus prav tako ni zaznal nobenih strukturnih alarmov, zato je 1-naftol označil kot negativnega 
za in vitro mutagenost. Le program T.E.S.T. poda drugačno napoved, saj je predvidel pozitivno 
mutagenost z vrednostjo 0,63.  
4.12.1 Mutagenost 1-naftola. V Amesovem testu reverznih mutacij 1-naftol ni povzročil 
mutacij pri nobeni od testiranih koncentracij. In vitro test na sesalčjih celicah je dokazal, da 
1-naftol pod testnimi pogoji deluje mutageno v odsotnosti metabolnega aktivatorja. Tudi in 
vitro test kromosomskih aberacij je potrdil klastogeno delovanje. In vivo mikrojedrni test je do 
odmerka 500 mg/kg TT pokazal odsotnost klastogene aktivnosti, saj ni pokazal povišanja 
frekvence nastanka mikrojeder. Tudi v in vivo testu UDS na podganah niso dokazali 
genotoksičnega delovanja. (142–146)  
• Odsotnost mutagenega delovanja sta napovedala Derek Nexus in Toxtree, kar se sklada 
z rezultati Amesovega in UDS testa iz literature. 
4.12.2 Karcinogenost 1-naftola. Dvoletna topikalna študija karcinogenosti je potekala na 




izpostavili devetim oksidativnim in trem neoksidativnim barvam za lase. Koncentracija 1-
naftola je bila relativno nizka, saj je znašala le 0,5 %. Formulacije so nanesli topikalno na 
prehodno obrit del hrbta. V študiji niso zaznali karcinogenega delovanja, z izjemo rahle 
povišanosti pogostosti hipofiznih adenomov, ki pa je zanemarljiva. (147, 148) 
• Študije iz literature potrjujejo odsotnost karcinogenega delovanja 1-naftola, kar 





Najpogosteje se za napoved mutagenega potenciala izvede Amesov test, medtem ko so nekateri 
testi, kot sta in vitro test kromosomskih aberacij ter in vivo/in vitro mikrojedrni test, bolj 
primerni za napoved klastogenega delovanja. Kot že omenjeno, iz vseh genotoksičnih testov ne 
moremo sklepati o mutagenem delovanju, saj v primeru, da je  Amesov test negativen in test za 
zapis timidin kinaze pozitiven, to namiguje na klastogeno in ne mutageno delovanje. Napoved 
mutagenega potenciala smo izvedli z in silico programi T.E.S.T., Toxtree in Derek Nexus. Pri 
primerjavi rezultatov, ki so jih generirali uporabljeni in silico programi in rezultati Ames testa 
iz literature, so pravilno napoved  o odsotnosti  mutagene aktivnosti podali vsi trije programi 
pri resorcinolu, 2-metilresorcinolu in 4-klororesorcinolu. Za preostale kemikalije so bile 
napovedi sledeče: 
• 2-amino-3-hidroksipiridin → pravilno napoved poda Derek Nexus in Toxtree, 
• 4-amino-2-hidroksitoluen → pravilno napoved poda Toxtree, 
• 2,4-diaminofenoksietanol×HCl → pravilno napoved poda Derek Nexus, 
• 1-naftol → pravilno napoved poda Derek Nexus in Toxtree. 
V primeru toluen-2,5-diamin sulfata in p-fenilendiamina smo z uporabljenimi in silico programi 
napovedali negativno mutageno aktivnost, čeprav je bila po podatkih iz literature le-ta 
pozitivna. O mutagenosti p-aminofenola nismo mogli sklepati, saj so bili testi objavljeni v 
literaturi neprimerno izvedeni. Nasprotno je bilo v primeru N,N-bis-(2-hidroksietil)-p-
fenilendiamina in m-aminfenola v literaturi navedeno tako pozitivno kot negativno mutageno 
delovanje, zaradi česar ne moremo nobenemu uporabljenemu in silico programu pripisati 
pravilne napovedi. Najvišjo napovedno moč v primeru napovedi mutagenega potenciala imata 
torej Derek Nexus in Toxtree. Najnižjo napovedno moč je imel program T.E.S.T., saj je 
pravilno napoved podal le za tri spojine.  
Karcinogenost smo napovedali s programi Derek Nexus, Toxtree in OncoLogic. Veliko in vivo 
študij karcinogenosti je pomanjkljivih in niso izvedene v skladu s smernicami. Iz teh razlogov 
je težko sklepati o napovedni moči posameznih programov, saj napovedi ne moremo primerjati 
z že znanimi podatki. Tudi podatkovna baza CPDB vsebuje le malo podatkov o izbranih 
sestavinah. Pri študijah karcinogenosti je potrebno upoštevati, da je občutljivost za zaznavo 
karcinogenih substanc pri živalih nizka. To pomeni, da so živali običajno izpostavljene veliko 




programov so bile zelo različne in se večinoma niso ujemale. Za nobeno spojino niso vsi 
programi podali pravilne napovedi. Napovedi so bile sledeče: 
• resorcinol → pravilno napoved poda Toxtree, 
• p-aminofenol → pravilno napoved poda Derek Nexus, 
• 1-naftol → pravilno napoved poda Derek Nexus in Toxtree. 
Pri 2-metilresorcinolu, 2-amino-3-hidroksipiridinu, 4-amino-2-hidroksitoluenu in 4-
klororesorcinolu v literaturi ni bilo zaslediti podatkov o karcinogenosti, posledično ni bilo 
možno primerjati napovedi programov. Nekaj je bilo tudi primerov neustreznih napovedi, in 
sicer pri m-aminofenolu, toluen-2,5-diamin sulfatu, 2,4-diaminofenoksietanol×HCl, N,N-bis-
(2-hidroksietil)-p-fenilendiaminu in p-fenilendiaminu. Pri vseh so bili podatki v literaturi o 
karcinogenosti negativni, programi pa so jih ocenili kot potencialno karcinogene. Napovedna 
moč programa OncoLogic je zelo nizka, saj ni podal nobene pravilne napovedi. V primeru 
programov Derek Nexus in Toxtree sta oba podala le po dve pravilni napovedi. O napovedni 
moči programov za določanje potenciala karcinogenosti lahko povemo, da je le-ta slaba, 
kakorkoli pa je najboljša pri programih Derek Nexus in Toxtree.  
O napovedni moči programov lahko sklepamo iz sicer (pre)majhnega števila napovedi. 
Zaključimo lahko: 
• Derek Nexus in Toxtree imata največjo napovedno moč, saj sta podala največ pravilnih 
napovedi mutagenega in karcinogenega potenciala.  
• T.E.S.T ima nizko napovedno moč, saj je podal le tri pravilne napovedi.  
• OncoLogic ima najnižjo napovedno moč, saj je podal zgolj napačne napovedi.   
In silico metode so primerne za zgodnje faze predkliničnih študij, torej za zgodnje napovedi 
toksičnosti kemikalij. Kljub temu še zdaleč niso dovolj pravilne oziroma natančne, da bi samo 
z njimi lahko zagotovili varnost. In vivo študije imajo še vedno ključen pomen pri oceni 
kemikalij. S podatki iz slednjih študij dobimo približen vpogled v delovanje kemikalije. Veliko 
težo so dobile in silico metode, ko je v veljavo stopila prepoved testiranja kozmetičnih izdelkov 
in njihovih sestavin na živalih z letom 2013. V primeru napovedi mutagenega potenciala je na 
voljo še in vitro Amesov test na bakterijah, vendar za napoved karcinogenega potenciala 
takšnega testa še ni. In silico metode so še vedno v razvoju in morda bodo v prihodnosti 
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- Pure color da da   da da               
L'oreal 
Paris - 
Preference da da         da da     da   
Schwarzko
pf - Color 
expert da da da   da     da         
Subrina - 
Butter 
colour da da da     da   da         
Subrina - 





pf - Poly 
color   da da da   da             
Garnier - 
Olia da da da                   
L'oreal 
Paris - 
Excellence da da da   da   da           
Keune - 
Tinta color da da da da                 
Subrina - 




Colorsilk da da       da da       da   
Garnier - 
Color 
naturals da da   da             da   




Intensiv da da da da da               
Schwarzko
pf - Diadem da da             da       
Schwarzko
pf - Diadem   da da da da         da     
Artist - 
Profession




freedom  da     da         da   da   
Garnier - 

















gloss da da da da     da           
Schwarzko
pf - Poly 
color   da da da           da     
Garnier - 
Nutrisse 
creme da da da     da             
Garnier - 




pf - Got2b 
edelmetall         da       da       
L'oreal 
Paris - 





gloss da   da da da da da           
Keune - 
Tinta color da da da                   
Herba 
color plus   da da     da da     da     
 
